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RESUMEN

La presencia de bacterias multirresistentes en el medio ambiente es una
preocupacion mundial, ya que es un problema que puede estar relacionado con el
crecimiento de la poblacibn y un aumento en la carga de contaminantes
emergentes, como los antibioticos. El objetivo de este proyecto fue determinar la
presencia de bacterias multirresistentes, como bioindicadores de perturbacion
ambiental por actividad humana, en manglares de Baja California Sur, México.
Ademas, para obtener su perfil de resistencia a antibiéticos y para correlacionar su
presencia con diferentes grados de contaminacion en el sitio de muestreo. Los
sedimentos del suelo se sembraron en medio TSA con cloruro de sodio. Los
aislamientos se seleccionaron basandose en la morfologia colonial y los cultivos
puros se inocularon en medio TSA afiadido con 7 antibioticos seleccionados segun
los criterios de CLSI. Los resultados proporcionaron un perfil fenotipico y basandose
en el andlisis de conglomerados, se seleccionaron los diferentes aislamientos. Se
incluyeron tres ecosistemas de manglar diferentes en el estudio y se obtuvieron un
total de 408 aislamientos multirresistentes. El manglar Carretera Aeropuerto-La Paz,
presentd el mayor nimero de bacterias multirresistentes a antibiéticos, con un total
de 191 aislados multirresistentes, y se relacion6 con su ubicacion cercana con una
planta de tratamiento de aguas residuales; por lo tanto, las descargas de aguas
residuales estaban afectando a la comunidad microbiana del manglar. Los
resultados de los perfiles fenotipicos obtenidos muestran una alta frecuencia de
resistencia a los antibioticos cefotaxima y ciprofloxacina (371 y 349 resistencias
respectivamente), que se asocia con B-lactamasas de espectro extendido (BLEE),
y estdn comunmente presentes en bacterias enteropatogénicas y uropatogénicas.
Aunque también hubo un gran nimero de aislados en los otros manglares, no hubo
diferencia estadistica en los diferentes aislados obtenidos. Los resultados muestran
gue el uso incontrolado de antibidticos y su descarga en el ambiente pueden afectar
a las comunidades microbianas de ecosistemas como los manglares.

Palabras Clave: Bacterias multirresistentes; Manglar; Analisis fenotipico;

Contaminacién
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ABSTRACT

The presence of multidrug-resistant bacteria in the environment is of worldwide
concern, since it is a problem that can be related to population growth and an
increase in disposal of emerging contaminants, such as antibiotics. The objective of
this project was to determine the presence of multidrug-resistant bacteria, as
bioindicators of environmental perturbance due to human activity, in mangroves of
Baja California Sur, Mexico. Also, to obtain their antibiotic resistance profile and to
correlate their presence with different degrees of contamination in the sampling site.
Soil sediments were plated in TSA medium with sodium chloride. Isolates were
selected based in colonial morphology and pure cultures were inoculated in TSA
medium added with 7 antibiotics selected based on CLSI criteria. Results provided
a phenotypic profile, and based on cluster analysis, the different isolates were
selected. Three different mangrove ecosistems were included in the study, and a
total of 408 multi-resistant isolates were obtained. The Carretera Aeropuerto-La Paz
mangrove, presented the higher number of antibiotic multidrug-resistant bacteria,
with a total of 191 multidrug resistant isolates, and was related to its close location
with a wastewater treatment plant; therefore, sewage discharges were affecting the
microbial community of the mangrove. The results of phenotypic profiles obtained,
show a high frequency of resistance to the antibiotics Cefotaxime and Ciprofloxacin
(8371 and 349 resistances respectively), which is associated with Extended Spectrum
B-lactamases (ESBL), and are commonly present in enteropathogenic and
uropathogenic bacteria. Although there were also many isolated in the other
mangroves, there was no statistical difference on the different isolates obtained.
These results show that uncontrolled use of the antibiotics in humans, and their
discharges in the environment, can affect the microbial communities of ecosystems
such as mangroves, and can be a consequence of uncontrolled and unsupervised
administration.

Keywords: Multidrug resistance bacteria; Mangroves; Phenotypic analysis;

Contamination.
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1. INTRODUCCION
Los manglares son bosques salino-tolerantes, que se encuentran en la transicion
entre losecosistemas terrestres y marinos. Son altamente productivos ya que
cuentan con una gran riqueza biologica que ha desarrollado una amplia tolerancia
a las variaciones de salinidad. México es el cuarto pais con mayor extension de
estos ecosistemas en el mundo, y se encuentran distribuidos en los 17 estados de
la republica que poseen litoral. El ecosistema del manglar se compone por
comunidades vegetales conocidas como “mangles”. En México han sido registrados
principalmente cuatro especies: Rhizophora mangle, Laguncularia racemosa,

Avicennia germinans, y Conocarpus erectus (Rodriguez et al., 2013).

El Golfo de California es considerado una de las regiones mas productivas y con
mayor biodiversidad del planeta. El clima es subtropical, de semiarido a muy arido,
con temperaturas minimas de 4 a 9 °C y como maximas de 36 a 40 °C. A la fecha,
el Golfo de California es una de las regiones con mayor desarrollo en México,
aumentando a la par sugrado de urbanizacion y de designacion de areas para la

acuacultura y agricultura (LOpez-Lépez, 2013).

En la dltima década, los manglares se han visto ampliamente afectados debido al
aumento de actividades antropogénicas (Imchen et al., 2019). Estas actividades son
consideradas como la mayor amenaza para los manglares y se relacionan con la
falta de planificacion del desarrollo urbano, industrial y turistico, que derivan en
dispersion de desechos humanos, contaminantes industriales, pesticidas y
fertilizantes. El aumento en la carga de contaminantes provenientes de actividades
humanas crea un ambiente propicio para la sobrevivencia de microorganismos que,
bajo otras circunstancias,no estarian presentes. Como ejemplo esta la descarga de
aguas residuales, que aumenta la carga organica en losmanglares y por lo tanto
propicia el desarrollo de microorganismos patdégenos para los humanos como

coliformes fecales (Cabral et al., 2011).
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Dentro de los diferentes contaminantes que se encuentran en las descargas de
aguas residuales, se pueden encontrar residuos de antibiéticos. Estos son
introducidos al ambiente por medio de diversas actividades humanas, incluyendo la
disposicion directa de medicamentos no utilizados, las descargas residuales de
plantas de manufacturafarmacéutica y hospitales, asi como el uso de farmacos
veterinarios. Ademas, la mayoria de los antibiéticos son pobremente absorbidos y
no son completamente metabolizados en el cuerpo humano y en animales. Por lo
tanto, un alto porcentaje de la dosis de consumo (30-90%) de la mayoria de los

antibidticos es excretada via orina y heces (Christou et al., 2017).

Todos estos desechos de antibioticos en diferentes ecosistemas, asi como el uso
no regulado de los mismos han provocado que varios microorganismos de
importancia clinica se adapten a la presencia de antibiéticos, incluso en
concentraciones clinicas terapéuticas. Lo anterior no sélo sucede en
microrganismos de importancia clinica. Se ha encontrado evidencia de bacterias no
patdgenas que crean resistencia a antibioticos, por lo que sirven como reservorio
de genes de resistencia, que pueden luego ser transferidos a otros microorganismos
patdogenos (Imchen et al., 2019). La problematica desatada por las bacterias
resistentes a antibioticos no solo estéa relacionada a la salud humana, también es

de gran relevancia ecoldgica.

La determinacibn de microorganismos resistentes a antimicrobianos se ha
propuesto como indicador de urbanizacion, debido a que la resistencia a
antimicrobianos esta relacionada con el uso excesivo en salud publica y actividades
productivas como la acuacultura. La transferencia de genes de resistencia a
antibiéticos al microbioma de ecosistemas impactados por la contaminacién propicia
luego la aparicién de cepas patdégenas multirresistentes, con el consecuente riesgo
a la salud publica (Gao et al., 2012). En estudios anteriores se ha demostrado que
el uso de aguas residuales para la irrigacion de suelos incrementa la proliferacién
de microrganismos multirresistentes, lo cual fue comprobado al observar una mayor

presencia de bacterias multirresistentes en suelos regularmente irrigados con aguas
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residuales no tratadas, que en aquellos que no habian sido irrigados por mas de 10
afos (Palacios et al., 2017). Lo anterior se relaciona con la afectacion de dichos
suelos debido a las actividades antropogénicos y como las bacterias

multirresistentes se expresan como un indicador del grado de perturbacion.

2. ANTECEDENTES
2.1 MANGLARES
Los manglares son ecosistemas Unicos debido a sus caracteristicas. Se encuentran
entre la transicion de ecosistemas terrestres y marinos, por lo que cuentan con
constantes variaciones de salinidad, marea e inundaciones. Es por ello que los
organismos vivos que habitan en los manglares cuentan con adaptaciones que les
permiten la supervivencia en estos ecosistemas, que para otros organismos llegan

a ser hostiles (Rodriguez et al., 2018).

Dentro de la importancia ecologica que los manglares aportan, se encuentra el
control o barrera de proteccién ante fendmenos como inundaciones y huracanes;
son una rica fuente de materia organica y nutrientes para ecosistemas vecinos; son
productores importantes de oxigeno, captura de gases de efecto invernadero y
sobre todo, son los principales sumideros de di6xido de carbono. Al carbono
existente en ecosistemas costeros como pastos marinos y manglares se le conoce
como “carbono azul” (Troche et al., 2016). La importancia de los manglares dentro
de este concepto se define en la gran capacidad que poseen para almacenar
carbono, que es de tres a seis veces mas alta por hectarea, comparados con otros
bosques tropicales. Por lo anterior, los manglares tienen un gran potencial para la

mitigacion del cambio climatico (Rodriguez et al., 2018).

Aunado a ello, son importantes para diversas especies de fauna; son habitat de
fauna marina como moluscos; ademas que para las aves son sitios de anidacion,

tanto de aves residentes, como migratorias (Troche et al., 2016).
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En cuanto a su vegetacion, a nivel mundial se reportan alrededor de 70 especies de
manglar, pertenecientes a 16 familias. En México existen 4 especies de mangle
caracteristicas: Rhizophora mangle (mangle rojo), Avicennia germinans (mangle
negro), Laguncularia racemosa (mangle blanco) y Conocarpues erectus (mangle
botoncillo) (Lépez-Portillo et al., 2002). Estas especies de mangle poseen raices
zancudas que les permiten la supervivencia a las constantes inundaciones y la
fijacion al suelo. También algunas cuentan con otros mecanismos caracteristicos de
mangles, como los neumatéforos y lenticelas, que les permiten captar el oxigeno
atmosférico y glandulas excretoras de sal, que les permiten la supervivencia a altas

concentraciones de sal (Rodriguez et al., 2018).

Los manglares en México cubren una extension de 7,755.55 Km?, con base a lo
reportado hasta el afio 2015. Dicha extension representa el 5.1% de los manglares
existentes a nivel mundial. Del total, el 63% se encuentra bajo la normatividad de la
Comision Nacional de éareas Naturales Protegidas (CONANP). Sin embargo,
estados como Colima y Guerrero aiun poseen manglares sin proteccion a nivel

federal o estatal (Troche et al., 2016).

Dentro del pais, los manglares presentan diversas condiciones climaticas. En el
Pacifico Norte el clima es arido, mientras que, en el Pacifico Central y Sur, el clima
es calido subhimedo. En el Golfo de México se presentan condiciones de clima
célido-humedo y los manglares se encuentran de mayoritareamente en entornos
fluviales. En la Peninsula de Yucatan el clima es calido-subhumedo (Adame et al.,
2018).

2.2 MANGLARES EN EL NOROESTE DE MEXICO

La importancia de los manglares de la zona de Baja California Sur recae en el hecho
de sus caracteristicas semidesérticas, condiciones extremas con pocas lluvias y un
bajo aporte de nutrientes. A pesar de ello, este grupo de manglares presentan tasas
de fijacion de carbono en sedimento que igualan o superan a algunos de los

manglares de las zonas tropicales del pais (Calderén et al., 2017).
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La Peninsula de Baja California cuenta con pequefas cuencas de drenaje y poca
escorrentia. En este sitio se pueden localizar 16 lagunas costeras de las cuales el

50% cuenta con manglares (Lépez-Portillo et al., 2002).

2.2.1 Humedales Mogote-Ensenada de La Paz

Es una laguna costera presente en el municipio de La Paz, que se encuentra
separada de la Bahia de la Paz por una barrera arenosa llamada El Mogote. Esta
comunicada a la Bahia de La Paz por un canal de 4.5 km de longitud. La importancia
ecologica del lugar es debido a que son areas de anidacion de aves vedadoras
como la garza morena, garza ganadera, garza tricolor, entre otras. Su comunidad
de mangle se compone por Avicennia germinans (mangle negro) y Rhizophora
mangle (mangle rojo), que se encuentran en la categoria de “Proteccion Especial”
en la NOM-059-SEMARNAT-2001 (DOI, 2010). Ademas, son considerados de valor
hidrolégico ya que funcionan como barreras naturales contra fenbmenos como
tormentas y oleaje por huracanes y son estabilizadores de la linea de la costa
(Salgado et al., 2007).

2.2.2 Bahia Magdalena

El sitio de humedales de Bahia Magdalena se encuentra en los municipios de

Comondu y La Paz, en la localidad de Puerto San Carlos. Su clima es muy arido,
semicdlido, lo que lo vuelve ideal para el desarrollo del ciclo biolégico de varias
especies como la tortuga verde, la cual se alimenta de Avicennia germinans.
Asimismo, durante el invierno es habitat para las aves playeras de la corriente
migratoria del Pacifico, es sitios de crianza para la ballena gris y de anidacion de la
branta negra del Pacifico (Lépez-Portillo et al., 2002). Ademas, es considerado un
humedal arbustivo con actividades socioeconémicas como la pesca de sardina,
langosta, camardn, almeja catarina y ecoturismo. Cuenta con especies de manglar
gue se encuentran bajo la categoria de amenazadas, que son Rhizophora mangle,

Avicennia germinans y Laguncularia racemosa (NOM 059, 2010).
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2.3 MONITOREO AMBIENTAL EN MANGLARES

El monitoreo del estado de diversos ecosistemas que han sufrido perturbaciones
por causa humana ha sido un tema de gran importancia en la actualidad, ya que se
esta creando una gran concientizacion del dafio que se ha causado a lo largo de los
afos (Finegan et al., 2008). Es por ello que el monitoreo ecolégico entra como base
para la conservacion de los ecosistemas. Estos monitoreos, consisten
principalmente en la toma, andlisis e interpretacion de datos, con la finalidad de
tomar decisiones con base a los resultados. Estas decisiones se espera que tengan
un impacto positivo en la regeneracion o recuperacion del ecosistema de interés
(Finegan et al., 2008).

En México es conocida la problematica del crecimiento poblacional y como esto
conlleva a la afectacion de diversos ecosistemas a lo largo de todo el pais. Es por
ello se han llevado a cabo diversos proyectos que tienen como objetivo la
regeneracion de diferentes ecosistemas como humedales, bosques tropicales,

templados, vegetacién arida y semiarida (Calva y Pavon, 2018).

En 2018 se realiz6 un monitoreo de manglar del estado en Quintana Roo, debido a
la perturbacion del ecosistema y como consecuencia, la alteracion de la comunidad
vegetal, la hidrologia del manglar y la fauna. El enfoque se realiz6 en la evaluacion
de especies de peces presentes en el ecosistema perturbado en comparacion con
un sitio ya restaurado. Los resultados que muestran presentan un ligero cambio en
la diversidad de dicha fauna a consecuencia a las perturbaciones del manglar
(Mendoza et al., 2019). En este tipo de monitoreos se puede observar el uso de
indicadores bioldgicos, como lo es la ictiofauna, con el fin de evidenciar la diferencia
entre el ecosistema conservado y aquel perturbado. Si bien, es conocido el impacto
de actividades industriales sobre los manglares, también existen otro tipo de

actividades como el turismo, que suelen ser consideradas de menor impacto.

Sin embargo, se ha mostrado en diversos estudios los cambios que sufren los

ecosistemas a causa de actividades recreativas. Lo anterior se puede observar en



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICA

el estudio de Brenner et al. (2018), donde se evalla el impacto de las actividades
humanas en manglares de zonas de gran importancia turistica en México, como lo
son Cancun y la Riviera Maya. Entre los resultados que presentan muestran
impactos directos, indirectos e inducidos, tales como: obras de construccion que
eliminan areas de manglar (directo) y la construccién de carreteras de acceso a
zonas urbanas (indirecto). Sin embargo, a pesar de la evidente disminucion del area
de manglar en Cancun y Riviera Maya, la creacion de politicas de conservacion mas
estrictas es una tarea dificil debido a los conflictos de interés y a la alta inversion en

turismo, como actividad principal de la zona (Brenner et al., 2018).

2.4 CONTAMINACION POR ACTIVIDADES ANTROPOGENICAS EN
MANGLARES

Se puede entender como actividades antropogénicas aquellas actividades
realizadas por el humano que llevan a consecuencias negativas en el ecosistema.
Dichas actividades conllevan a la produccién de diferentes contaminantes, tanto
organicos, como inorganicos (Nogales et al., 2011). En los manglares, las
actividades antropogénicas han provocado cambios evidentes en el ecosistema,
como la perdida de extension de manglar y afectacion directa en flora y fauna.
También se han observado cambios en las comunidades microbianas que en

conjunto, afecta la funcionalidad del ecosistema (L6pez-Portillo et al., 2002).

A nivel mundial, se ha presentado una pérdida del 23% de la superficie de manglar,
entre 1980 a 2005, con base a lo reportado por la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) (Troche et al., 2016). En México,
la extensién de manglares disminuy6 808.50 km? desde la década de 1970 hasta
2015, lo cual representa un 9.4% (Troche et al., 2016). La disminucién de manglar
es consecuencia del aumento y expansion de la urbanizacion costera, el desarrollo
turistico, la extraccion de crudos, produccion de camaron, agricultura y ganaderia
(Brenner et al., 2018).
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Las principales actividades antropogénicas que han reportado una afectacion

directa en el ecosistema del manglar son las siguientes:

2.4.1 Turismo

El desarrollo turistico en zonas con presencia de manglares ha tenido como

consecuencia principal la pérdida de extension de ecosistema debido al desarrollo
de nueva infraestructura. La construccion de hoteles, casas de vacaciones, campos
de golf, marinas, entre otros, provoca la remocion de manglares por operaciones
iniciales de limpieza y relleno antes de la construccion de las instalaciones turisticas
(Brenner et al.,, 2018). Ademas, actividades recreativas como campismo Yy
ecoturismo en la zona de manglares afectan con la presencia de desechos humanos

de manera directa en el sitio.

2.4.2 Acuacultura, Agricultura y Ganaderia

Los desechos principales que la industria de la acuacultura produce son el aumento
de la carga organica, desechos fecales y antibiéticos, mientras que la agricultura y
ganaderia, al igual que la acuacultura, se caracteriza por el uso de antibiéticos,
ademas de fertilizantes y plaguicidas. En industrias como la acuacultura, donde son
utilizadas grandes cantidades de antibioticos con la finalidad de mantener un
producto inocuo, se provoca un aumento en la cantidad de microorganismos
resistentes a antibidticos, debido a la alta exposicibn a estas sustancias
antimicrobianas. Ademas de ello, los genes de resistencia a antibidticos son
transmitidos a bacterias patdégenas que se encuentran en los mismos estanques
(Nogales et al., 2011).

2.4.3 Desechos industriales

Las principales industrias que afectan a los manglares con desechos de este tipo
son aquellas de productos quimicos, fertilizantes, refinerias de petroleo, centrales
térmicas, unidades de procesamiento de metales y actividades portuarias. Estas
industrias, al descargar sus residuos en ecosistemas acuaticos, afectan la calidad

del agua debido al aumento de algunos nutrientes, carga orgénica y metales
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pesados, lo cual tiene como consecuencia el dafio a la flora, fauna y comunidad

microbiana del ecosistema (Maurya y Kumari, 2021).

2.4.4 Desechos de origen hospitalario

Los desechos de este tipo que afectan manglares son principalmente aguas
residuales, en las cuales se pueden encontrar farmacos que son considerados como
Contaminantes Emergentes (Christou et al., 2017). Algunos de ellos son
analgésicos, antibioticos, antidiabéticos, betabloqueantes, anticonceptivos,
reguladores de lipidos, antidepresivos y medicamentos para la impotencia. El uso
de estos productos farmacéuticos también ha aumentado su presencia en aguas
subterraneas, aguas residuales de uso domeéstico y escorrentia de aguas pluviales

en areas urbanas (Rodriguez-Narvaez et al., 2017).

2.4.5 Descargas de aquas residuales

Este tipo de contaminacion es considerado el de mayor riesgo de origen humano
debido a la presencia de materia fecal y por lo tanto bacterias fecales. Sin embargo,
es sabido que las aguas residuales pasan por un tratamiento para la eliminacion de
este tipo de microorganismos, y por controles frecuentes para la determinacién de
indicadores fecales. Sin embargo, este tipo de monitoreos se desarrollan con un
mayor rigor en paises desarrollados. La consecuencia de la presencia de bacterias,
ademas de virus entéricos, es la afectacion de mamiferos marinos y humanos, a
causa de enfermedades y el desplazamiento de las comunidades microbianas
caracteristicas del ecosistema por competencia de nutrientes. En el humano la
consecuencia directa es el consumo de mariscos o agua infectados con este tipo de

bacterias y virus (Nogales et al., 2011).

2.5 BACTERIAS MULTIRRESISTENTES A ANTIBIOTICOS EN MANGLARES
La determinacion de bacterias multirresistentes a antibiéticos se ha utilizado como

un bioindicador en ecosistemas expuestos a actividades antropogénicas, debido a
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gue este grupo de bacterias se desarrollan en ambientes con descargas de
desechos humanos (Ng et al., 2018). Los sitios de descarga, que son ambientes
acuaticos o sedimentos, pueden contener residuos de antibiéticos o genes de
resistencia. Las bacterias multirresistentes como bioindicador han sido resultado de
la busqueda de herramientas que permitan hacer una evaluacién enfocada en el
tipo de contaminacion del ecosistema, asi como las descargas de aguas residuales

y la presencia de residuos de antibiéticos (Ng et al., 2018).

Son diversas las actividades que pueden afectar un manglar, pero las relacionadas
con la presencia de bacterias multirresistentes a antibiéticos son principalmente las
descargas de aguas residuales. Estos compuestos no se absorben en un 100% en
el organismo humano y el restante no absorbido se desecha de manera directa en
las aguas de uso doméstico a través de la orina. En la acuacultura, agricultura y
ganaderia, una gran porcién de los antibiéticos utilizados es desechado en

ambientes acuaticos (Nogales et al., 2011).

2.5.1 Salud

Se ha comprobado que los entornos urbanos son una fuente importante de bacterias
resistentes a antibioticos ya que la presencia de estos microorganismos es muy
extendida, sobre todo en los ambientes acuaticos mas proximos a la poblacion y los

cuales se encuentran mas afectados (Coutinho et al., 2014).

Es por ello que ademas de ser un problema ambiental que afecta las comunidades
microbianas caracteristicas de los ecosistemas, es también un problema de salud
para las comunidades cercanas, que obtienen sus alimentos a través de la pescay
ganaderia. La ingesta o contacto directo con este grupo de microorganismos, sobre
todo, cuando se trata de bacterias patdgenas, provoca el desarrollo de
enfermedades que pueden dificultar su tratamiento con antibiéticos de rutina. La
infeccion con bacterias resistentes es una de las principales causas de mortalidad
y morbilidad a nivel mundial (Baptista et al., 2018). El Centro para Control de

Enfermedades de Estados Unidos (CDC) estima que al menos 2 millones de

10



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICA

personas se infectaran con una bacteria resistente a antibidticos cada afio, donde
al menos 23,000 de esas personas llegaran a la muerte por causa directa a dicha

infeccion (Lutgring et al., 2018).

2.5.2. Bacterias resistentes a antibidticos y sus mecanismos de resistencia

La resistencia a antibioticos se puede clasificar en dos grupos: Resistencia Natural
o Intrinseca, la cual es una caracteristica especifica de las bacterias y su aparicion
es anterior al uso de los antibiéticos. El segundo, Resistencia Adquirida, la cual es
un cambio en la composicion genética de las bacterias y constituye un problema
grave en la clinica (Alos, 2015). Dentro de esta ultima clasificacion existen diferentes
mecanismos en los cuales las bacterias pueden adquirir dicha resistencia.

El primer mecanismo consiste en la incorporacion del ADN libre proviniente de
bacterias que pasaron por lisis y adquirido por una bacteria viva. A este mecanismo
se le llama Transformacion. El segundo es conocido como Transduccién, y se lleva
a cabo al momento de que un bacteriéfago inserta en la bacteria ADN cromosémico
o plasmidico. El tercer mecanismo se lleva a cabo dentro de la misma bacteria, es
conocido como Transposicion, debido a que una seccién del ADN que contiene el
gen de resistencia, puede moverse de manera libre a otra seccion del ADN la cual
Se encuentra cernaca a un promotor.

Por ultimo, la Conjugacion es un mecanismo en el que se intercambia el gen de
resistencia a través de una hebra sexual o por contacto entre dos bacterias.
(Calderdn y Aguilar, 2017).

En cuanto a los mecanismos de accion que pueden adquirir o tener de manera
natural las bacterias, existen 6 principales, los cuales actian directamente sobre el
antibidtico, teniendo un efecto de degradacion, bloqueo o simple expulsién de la
célula bacteriana.

Las bombas de efluyjo son mecanismos en los que, a través de bombas
dependientes de energia, las moléculas de antibi6tico son expulsadas al exterior de
la bacteria sin sufrir alteraciones (Lin, 2015). El siguiente mecanismo, a diferencia

de las bombas de eflujo, sufre una modificacion en su estructura por enzimas

11
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hidroliticas. Un ejemplo es el efecto de las Betalactamasas sobre el anillo
Betalactdmico. Este mecanismo es uno de los mas comunes dentro de la
Resistencia Adquirida.

En un tercer mecanismo, se lleva a cabo la modificacion del sitio de union del
antibiético hacia la bacteria, impidiendole el ingreso a la misma por la perdida de
afinidad. Otro mecanismo que actia a nivel de membrana es la alteracion de la
permeabilidad de la membrana bacteriana. Lo anterior se logra con el cambio del
didmetro de la membrana o con la disminucién en el nimero de porinas, con lo que
le es imposible el ingreso a la molécula de antibidtico. Este mecanismo es el mas
comun dentro de la Resistencia Natural.

El ultimo mecanismo es la sobre-expresion del sitio blanco, donde se expresan
mutaciones en los promotores de los genes del sitio blanco, provocando una

produccion mas alta de dichas proteinas (Calderén y Aguilar, 2017).

2.5.3 Antibidticos

La utilizacién de los antibiéticos comienza en 1928 con el descubrimiento accidental

de la penicilina por el cientifico britanico Alexander Fleming. A partir de ello, su uso
en la medicina se ha considerado como esencial y ha contribuido de manera
significativa en el progreso de campos donde las infecciones son prevalentes e
importantes, como en trasplantes de 6&rganos, tratamientos en pacientes

inmunodeprimidos y en la cirugia (Alos, 2015).

Los antibidticos se pueden clasificar en dos grupos con base a su funcién.
Bactericidas, cuya su accion es letal, llevando a la lisis bacteriana. Bacteriostaticos,
gue corresponde a las concentraciones que impiden el desarrollo y multiplicacién

bacteriana, pero sin llegar a destruir las células.

Ademas, se pueden clasificar con base a su mecanismo de accién, es decir, la
manera en la que acttan al afectar la célula bacteriana. Existen inhibidores de la
sintesis de proteinas que actian sobre los componentes de los mecanismos de

traduccion, como el ribosoma; los inhibidores de pared celular, que bloguean su

12
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sintesis o reparacion. Aquellos que afectan la membrana celular a través de la
pérdida selectiva de la permeabilidad; los que inhiben la replicacion y transcripcion,

dafando de manera directa el material genético de la bacteria (De Lebn et al., 2015).

La resistencia bacteriana a los antibioticos ha sido una amenaza creciente desde
hace algunos afos, deteriorando la eficacia de los antibidticos, lo cual lleva al
aumento de la morbilidad, mortalidad y costos de los tratamientos (Alds, 2015). Un
ejemplo claro es la cefotaxima, que al introducirse en la clinica en la década de los
80s, todas la cepas de E. coli y K. pneumoniae eran sensibles; hoy en dia son

resistentes el 13 y el 16%, respectivamente (Alds, 2015).

La situacion es tan grave, que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
calificado el problema de resistencia antimicrobiana como emergencia mundial y ha
llamado a sus estados miembros a tomar medidas para mitigar su desarrollo y a

estimular la busqueda y disefio de nuevas moléculas antimicrobianas.

2.5.4. Evaluacion de BMRA en manglares como bioindicador

En la basqueda de bacterias multirresistentes a antibioticos (BMRA) en manglares,
se han observado cepas de bacterias como Aeromonas hydrophilia, E. coli,
Chromobacterium violaceum, P. aeruginosa, Serratia rubudeae, K. pneumoniae y
Enterobacter cloacae, que presentan una alta resistencia (60% de los aislados) a
antibiéticos como estreptomicina y cloranfenicol, mientras que para antibioticos p—
lactamicos se presentan resistencia de hasta un 100% (Jalal et al., 2010). En este
estudio, la presencia de las cepas multirresistentes y su grado de resistencia se
relaciona con el alto grado de contaminacion del manglar de debido a las descargas
directas de contaminantes Sin embargo, no soélo se presentan diferencias entre
manglares con diferente grado de contaminacién. También existen factores que
promueven dentro de un manglar, que se encuentren puntos que presenten
diferencias en sus componentes bi6ticos. En un estudio se reporta que la

concentracion de algunos antibiéticos como ciprofloxacina, tetraciclina y
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norfloxacina es mas baja en sedimentos con vegetacion de manglares que en

sedimento sin vegetacion (Imchen et al., 2019).

Entonces es importante mencionar que la determinacibn de bacterias
multirresistentes a antibioticos se puede realizar tanto en el agua suprayacente o
bien en el sedimento (Bhattacharyya et al., 2019). En algunos estudios se menciona
gue el analisis de los sedimentos proporciona una informacion mas certera debido
a que albergan una mayor cantidad de bacterias, en comparacién al agua
suprayacente. Por lo tanto, la estimacion de bacterias multirresistentes en
sedimentos brinda un indice estable de contaminaciébn por actividades

antropogénicas para el agua a largo plazo. (Bhattacharyya et al., 2019).
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3. JUSTIFICACION
La zona de Baja California Sur cuenta con una gran biodiversidad debido a su clima
arido-tropical, por lo que cuenta con los manglares mas excéntricos del pais,
comunmente llamados manglares desérticos. Sin embargo, esta biodiversidad se ha
visto afectada debidoal crecimiento poblacional y a la afectacion por actividades

antropogénicas, sobre todo de ecosistemas como los manglares.

4. HIPOTESIS
Existe una diferencia en la presencia y cantidad de bacterias multirresistentes en
sedimento de diferentes manglares arido-tropicales, con base al grado de afectacion

por contaminacién antropogénica que presentan.

5. OBJETIVO GENERAL
Analizar la presencia de bacterias multirresistentes a antibioticos y sus perfiles
fendtipicos de resistencia en sedimento de manglares de Baja California Sur con
diferentes grados de afectacion antropogénica y natural, con el fin de determinar si

existe alguna diferencia con base a su tipo de contaminacién.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Determinar la presencia de cepas bacterianas multirresistentes a antibiéticos en
muestras de sedimento de manglares con diferentes grados y tipos de
contaminacion.
Establecer los perfiles fenotipicos de resistencia a antibiéticos de bacterias

multirresistentes y determinar la relacion que se tiene con los subsitios de muestreo.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1MATERIALES Y EQUIPOS
A continuacion, se enlistan los materiales y equipos utilizados en el laboratorio de

Microbiologia Ill de la Facultad de Ciencias Quimicas.

7.1.2 Materiales

— Asa de platino, niquel, 3mm de diametro (10 uL)

— Asa de vidrio

— Cajas Petri desechables estériles

— Espétula

— Filtro de membrana de nylon 0.2 um

— Jeringa 5 mL

— Matraz Erlenmeyer (200, 500 y 1000 mL)

— Mechero Bunsen

— Micropipetas volumétricas (20, 100 y 1000 uL) Eppendorf Research
Plus y CTR Scientifics

— Pipeta graduada 10 y 5 mL

— Portafiltros para jeringa Millipore Swinnex

— Propipetas

— Puntillas 100 y 1000 pL

— Tubos de ensaye 10 mL HACH

7.1.3 Reactivos
— Agua destilada
— Alcohol acetona
— Alcohol etilico 70%
— Cristal Violeta HycelMR y Golden Bell MR
— NacCl

— Safranina HycelMR y Golden Bell MR
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— Solucién salina fisiol6gica 0.85%

— Yodolugol Hycel™R y Golden Bell MR

7.1.4 Medios de Cultivo
— Agar Bacterilégico BD Bioxon™
- Agar Nutritivo BD Bioxon™
- Agar Tripticaseina de Soya BD Bioxon™

— Caldo Tripticaseina de Soya BD Bioxon™

7.1.5 Equipos
— Agitador Vortex Termolyne Maxi Mix Plus
— Autoclave olla de presién Presto
— Balanza analitica Sartoriu
— Balanza electrénica A&D HR Series
— Balanza granataria OHAUS Triple Beam Balance
— Bafio Maria VWR Scientific modelo 1203
— Campana de Bioseguridad LABCONCO Purifier Class Il Delta Series
— Campana de Seguridad Biol6gica NUAIRE Class Il type A/B3
— Congelador -20°C Norlake Scientifics
— Incubador 37°C Fisher Scientific
— Microscopio Olympus CX21LED
— Refrigerador 5°C Torrey CT-R

7.2 METODOS

7.2.1DELIMITACION DE AREAS DE ESTUDIO Y DESCRIPCION DE SUBSITIOS

El grupo de Ecologia Vegetal y Botanica del Centro de Investigaciones Bioldgicas

del Noroeste (CIBNOR) y el grupo de Microbiologia Ambiental de la Facultad de
Ciencias Quimicas de la Universidad Autbnoma de Chihuahua determinaron las

estrategias de muestreo, delimitacién de sitios en campo y realizé la seleccion de
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sitios y parcelas de muestreo. El muestreo se realizdé en 3 manglares (Manglar Bahia
Magdalena, Manglar Mogote Ensenada La Paz y Manglar Carretera Aeropuerto-La

Paz) en la region de Baja California Sur, México, en noviembre de 2019.

Los sitios de muestreo fueron seleccionados debido a sus caracteristicas y a las
diferentes actividades antropogénicas que se llevan a cabo a su alrededor, algunos
de ellos con perturbaciones naturales y otros como sitios caracterizados por una

exposicion prolongada a contaminantes.
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Figura 1. Manglares a estudiar en Baja California Sur. Ubicacién de manglares a estudiar
en el estado de Baja California Sur. Bahia Magdalena (Manglares San Carlos Conservado
y San Carlos perturbado), Ensenada de LaPaz (Manglar Mogote) y Carretera Aeropuerto

La PazMarina Sur (Manglar Cola de Ballena). Imagen tomada de Google Earth.

7211 Manglar Bahia Magdalena, Puerto San Carlos
En él se encuentran especies de manglar categorizadas como amenazadas en la
NOM-059-SEMARNAT-2010: Rhizophora mangle, Avicennia germinans y
Laguncularia racemosa. Ademas, es uno de los sitios de reproduccion de la ballena

gris. Por lo anterior se encuentra dentro de la categoria de Area Natural Protegida.
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Figura 2. Manglar San Carlos, subsitio conservado. Ubicacion y coordenadas de

Manglar Bahia Magdalena - San Carlos Conservado con subsitios de muestreo.

Dentro del Manglar Bahia Magdalena en Puerto San Carlos, fueron seleccionados
dos subsitios de muestreo, uno de los cuales fue considerado como conservado
(Figura 2) debido a la ubicacion y a las caracteristicas que presenta. Dicho subsitio
es considerado una zona de pesca importante ya que cuenta con dos puertos
(Puerto Mateos y Puerto San Carlos), por lo que el principal desecho que se observa

en la zona es la acumulacion de conchas debido a la captura de bivalvos.
En el sitio no se observa algun otro tipo de desechos ni contaminacion, es por ello

gue este subsitio de muestreo es considerado como un sitio libre de desechos

humanos.
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Figura 3. Manglar San Carlos, subsitio perturbado. Ubicacion y coordenadas de Manglar
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Bahia Magdalena - San Carlos Perturbado con subsitios de muestreo.

El segundo subsitio del Manglar Bahia Magdalena — Puerto San Carlos es un sitio
gue se encuentra en la region sur del puerto y es considerado como perturbado,
debido a su cercania con la planta de la CFE y que es atravesado por el canal de

desechos de las chimeneas de dicha planta.

En la Figura 3 se observa una marca seca cercana al punto CFEO4, la cual ha
estado presente por mas de 20 afios, ocasionando la muerte de la vegetacion que

se encontraba en la zona.
7.2.1.2 Manglar Mogote, Ensenada de La Paz

Es una laguna costera que se encuentra cercana a La Paz. Esta separada de la

Bahia de La Paz por una barrera arenosa y cuenta con aportes de agua pluvial en
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temporada de verano. Los manglares de esta zona cuentan en su mayoria con

planicies de inundacién intermareales.

La comunidad de mangle es principalmente Avicennia germinans (manglenegro) y
Rhizophora mangle (mangle rojo). Ademas, es un sitio con mas de 20,000 aves
playeras migratorias de paso hacia el sur, dentro de las cuales podemos encontrar
a el playero occidental (Calidris mauri), tildillo (Charadrius alexandrinus), tildillo
semipaleado (Charadrius semipalmatus), picocurvo (Numenius phaeopus), y
picopando (Limosa fedoa) (Salgado et al., 2008). EI manglar Mogote se encuentra
bajo la proteccion de la normativa RAMSAR debido a que son areas de importancia
para la anidacién, de paso de aves migratorias y algunas especies de aves se
encuentran bajo proteccién especial por la NOM-059-SEMARNAT-2010.
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Figura 4. Manglar Lagunitas, subsitio perturbado. Ubicacion y coordenadas de Manglar

Mogote — Ensenada La Paz Perturbado con subsitios de muestreo.
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El primer subsitio de muestreo es Manglar Lagunitas, que es un sitio que presenta
una perturbacion de origen natural con la obstruccion del canal mayor y menor de

alimentacion, ocasionada por el Huracan Odile en 2014.

Como se observa en la Figura 4, el subsitio de muestreo ML0O4 es una zona que
dejo de ser manglar, ya que la vegetacion de mangle murié y en la zona se puede
encontrar vegetacion caracteristica de zonas terrestres. Ademas, este sitio es donde

se encontraba la boca mayor de alimentacion del manglar.
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Figura 5. Manglar Mogote, subsitio conservado. Ubicacion y coordenadas de

Manglar Mogote — Ensenada La Paz Conservado con subsitios de muestreo.
El subsitio conservado de es Manglar Mogote, el cual es un sitio que se encuentra

en condiciébn aparentemente estable y es considerado como un manglar sano.

Cuenta con una boca de alimentaciéon amplia proveniente de la Bahia de La Paz.
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Es un sitio que sélo se observa basura humana por el acarreo natural causado por

el alto oleaje en los puntos cercanos al subsitio MSAO02 (Figura 5).

7.2.1.3 Manglar Cola de Ballena, Carretera Aeropuerto — La Paz,

Marina Sur.
Es un manglar que se encuentra en el sureste de la ciudad de La Paz, a menos de
9 Km del Aeropuerto. Es un sitio alimentado durante décadas por las descargas de
aguas residuales de la Planta de Tratamiento aguas residuales de la ciudad de de

La Paz.
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Figura 6. Manglar Cola de Ballena, Carretera Aeropuerto — La Paz. Ubicacion y coordenadas
de Manglar Cola de Ballena, Aeropuerto - La Paz Conservado con subsitios de muestreo.
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El manglar Cola de Ballena es un sitio considerado como un sitio perturbado debido
a las descargas de aguas residuales, la contaminacion por efluentes agricolas, asi

como su cercania con la poblacion de La Paz.

En la Figura 6, se observan los subsitios de muestreo seleccionados para este
estudio. Fueron considerados 3 subsitios conservados, los cuales son CB04, CB05
y CBO06 que se encuentran cercanos a la Marina Sur y a una zona habitada. Mientras
gue los sitios perturbados son CB01, CB02 y CB03, debido a su cercania con los
efluentes de la planta de tratamiento de aguas residuales, siendo CBO1 el mas

proximo.

El subsitio de muestreo CB07 cuenta con vegetacion secundaria, no cuenta con
manglar, y el suelo es diferente. Es una zona en la que se llega a presenciar

comercio rural.

7.2.2TOMA DE MUESTRAS DE SEDIMENTO PARA EL AISLAMIENTO DE
BACTERIAS

Las muestras fueron proporcionadas por el equipo de trabajo de la Universidad

Auténoma de Chihuahua y por el grupo de trabajo del CIBNOR. Mediante un
nucleador se recolectaron muestras de sedimento en los diferentes subsitios
(perturbado y no perturbado) a tres diferentes profundidades: (0 - 15 cm, 15-30 cm
y 30 - 50 cm) y en diferentes puntos de muestreo en cada uno de los manglares, y
finalmente se almacenaron en bolsas resellables a -80 °C. Las muestras fueron
trasladadas al laboratorio de Microbiologia Ill de la Facultad de Ciencias Quimicas,

para ser secadas a temperatura ambiente para su posterior analisis.

7.2.3 DETERMINACION DE LAS CEPAS MULTIRRESISTENTES

Para el aislamiento de las cepas multirresistentes se seleccionaron antibioticos

relacionados con el uso acuicola y ganadero de la regién, ademas de los mas

utilizados en el tratamiento de infecciones en humanos y animales.
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La metodologia propuesta por Palacios y colaboradores (2017) fue modificada, por
lo que el primer aislamiento de las cepas se realizd con base a diferentes
concentraciones de salinidad (0, 1. 5y 3% de NaCl p/v) para adaptar los medios a
las concentraciones de salinidad caracteristicas del ecosistema de manglar.
Posterior al primo aislamiento, las cepas fueron sometidas a pruebas de resistencia
a antibioticos en medios con los 7 diferentes antibiéticos seleccionados (ampicilina,
kanamicina, vancomicina, tetraciclina, ciprofloxacina, cloranfenicol y cefotaxima).
La concentracion de los antibidticos para la preparacion de los medios se determiné
segun los criterios del CLSI (Clinical & Laboratory Standards Institute) (Canton et
al., 2000).

7.2.3.1 Aislamiento primario de las cepas en funcién del grado de tolerancia a la

salinidad

Se trabajé con muestras de sedimento, de las que se prepararon 4 diluciones (102,
102,10y 10%) utilizando 1 g de sedimento en 9 mL de solucién salina estéril. Las
diluciones 10y 10 se cultivaron por el método de extensién en placa en medio
TSA (soya tripticaseina) suplementado con 0, 1.5y 3% p/v de NaCl y se incubaron
durante 48 horas a 36 = 0.2 °C. Posteriormente, se seleccionaron aquellas cepas
gue presentaron caracteristicas diferentes en su morfologia colonial y se aislaron
en medio TSA respetando la concentracion de salinidad del medio en el que se

presento el crecimiento.
Los aislados fueron inoculados en medios en placa hasta obtener cepas puras y

posteriormente se almacenaron en medios TSA en tubo de pico de flauta con

diferentes concentraciones de NacCl.
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Figura 7. Metodologia para el aislamiento primario de las cepas. En funcion del grado salinidad,

esquematizado.

7.2.3.2 Determinacién de perfil fenotipico de resistencia a antibioticos

La determinacion de la multirresistencia se realiz6 mediante cultivo en caja de Petri
con adicidon de cada uno de los antibioticos seleccionados (Ampicilina 10 pg/L,
kanamicina 30 pg/L, cloranfenicol 30 pg/L, cefotaxima 30 pg/L, ciprofloxacina 5 pg/L,
vancomicina 30 pg/L y tetraciclina 30 pg/L).

Para ello se prepararon diluciones madre del antibiético a una concentracién de
10,000 pg/ml en etanol para cloranfenicol, cefotaxima y tetraciclina, y en agua
destilada estéril para ampicilina, kanamicina, ciprofloxacina y vancomicina.
Posteriormente, las diluciones fueron filtradas con un sistema de microfiltros
estériles adaptados a jeringa y almacenados en tubos Eppendorf de 1mL en

congelacion.

A partir de la dilucion madre se tomaron de 7.5 a 15 uL por cada 100 mL de medio
TSA a preparar, segun sea la concentracion final deseada en el medio y se
disolvieron en el medio de cultivo estéril a una temperatura no mayor de 50 °C. Ya

preparados los medios en caja de Petri, adicionados con los antibi6ticos, se realizé
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la inoculacién de las cepas aisladas con un asa de nicromo recta por picadura en
las 7 placas con medio TSA suplementado con NaCl y con cada uno de los 7
antibiéticos. Luego, se incubaron a 36 + 0.2 °C durante 24 horas. La presencia de
crecimiento colonial en el medio indica resistencia a estos antibioticos. Se
consideran cepas multirresistentes aquellas cepas que muestran crecimiento en
presencia de 3 0 mas antibioticos (Magiorakos et al., 2012).

Inoculacién por a1

—_— Diferentes AB
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’ TSA +1.5% NaCl + AB
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Y P g — 37°C por 48 hrs
- H@ o @ —
Syt y =
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Figura 8. Metodologia para la seleccion de cepas multirresistentes a antibitticos,

esquematizado.

7.2.3.3 Andlisis fenotipico de los patrones multirresistentes

Se realiz6 un analisis de conglomerados con los perfiles fenotipicos de resistencia
a los antibidticos, de los aislados de los diferentes tipos, seleccionando como
variables el subsitio de la muestra y el perfil fenotipico de resistencia de cada una
de las cepas. Para el andlisis, se codificaron los resultados de la resistencia a los
antibidticos, considerando un 1 para aquellos que fueron resistentes y 0 para los

gue fueron susceptibles.

27



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICA

Para el analisis de conglomerados, se utiliz6 un método de vinculacion completo y
una medicion a distancia euclidiana, con un nivel de similitud del 95% para la
identificacion de los conglomerados. A partir de estos resultados, se seleccionaron

las cepas a considerar en el resto del andlisis (Minitab ver 18).

7.2.3.4 Andlisis estadistico de Analisis de Varianza de Anidados y Comparacién

Morfotipos
Para valorar las abundancias relativas de aislados multirresistentes en los diferentes

sitios, se realiz6 un andlisis de varianza anidado completo, considerando como
variables independientes el manglar, el subsitio, la profundidad de la muestra y la
salinidad en el medio de aislamiento primario. Se realizé una prueba de andlisis de
medias por Tukey en los casos en donde se observaron diferencias significativas.
El andlisis estadistico se realizé mediante el software Minitab 18, utilizando un nivel

de significancia de 0.05.
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8 RESULTADOS

8.1 Estandarizacion de la metodologia

8.1.1 Aislamiento primario de las cepas en funciéon del grado de tolerancia a la

salinidad

El establecer una metodologia que permitiera el aislamiento de bacterias
multirresistentes en un total de 81 muestras y que fuera posible hacer pruebas a
cada una de las bacterias aisladas, fue uno de los primeros objetivos para llevar a
cabo la determinacion de bacterias multirresistenctes y perfiles de resistencia

fenotipicos.

Inicialmente se realizaron pruebas para el desarrollo de bacterias en medio TSA
adicionado con 3 diferentes concentraciones de salinidad (0%, 1.5% y 3% NacCl)
con el fin de adecuar el medio a las condiciones del ecosistema, sin llegar a ser un
medio con concentraciones marinas. El crecimiento colonial se presenté en los tres
medios por lo que se decidié conservar las 3 concentraciones de NaCl en el medio

TSA para cada una de las muestras.
Para el procesamiento de la muestra de sedimento se realizaron 4 diluciones
seriadas (10%, 102, 102 y 10%) para posteriormente realizar la inoculacién en los

medios TSA con NaCl por extensiéon en placa.

8.1.2 Seleccidon de cepas multirresistentes

Debido a la alta cantidad de bacterias que se esperaba obtener de las muestras el
método mas adecuado ha sido descrito por Palacios y colaboradores (2017), ya que
con dicha metodologia es posible inocular hasta 25 cepas bacterianas diferentes en
un mismo medio de cultivo con antibidtico. En esta metodologia se realiza un primo-
aislamiento en medio TSA con ampicilina (10ug/mL) para obtener bacterias
resistentes y posteriormente hacer pruebas con 5 antibidticos mas de diferentes
grupos. Este primo-aislamiento se modifico para la metodologia a establecer para

este trabajo y se llevd a cabo un aislamiento primario de cepas con base en
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diferentes concentraciones de salinidad para realizar posteriormente las pruebas de
multirresistencia en medios con los 7 diferentes antibidticos seleccionados, como
una segunda etapa. Lo anterior con el fin de incluir aquellas bacterias que
presentaran resistencia a antibiéticos diferentes a ampicilina y nos descartarlas

desde una primera etapa.

Para corroborar que la metodologia fuera efectiva se realizaron controles. El control
positivo constaba de sedimento en dilucion, inoculado con P. aeruginosa E26 y E.
coli E30, multirresistentes proporcionadas por el laboratorio de Microbiologia IlI.
Mientras que el control negativo constaba de sedimento en dilucion estéril. Ambos
controles fueron inoculados en medios TSA adicionados con los 7 antibioticos a

probar e incubados a 37 °C por 24 hrs.

8.1.3 Anélisis fenotipico de los patrones multirresistentes

Al obtener los resultados de multirresistencia de cada una de las bacterias, se tenia
la duda de la presencia de la misma cepa por duplicado dentro de los resultados,

puesto que se tenia solo el analisis de la morfologia colonial de las cepas.

Es por ello que se propuso el Analisis de Congloremados de Observaciones, el cual
compara los patrones de resistencia que se repiten y se verifica si esas bacterias
con el mismo patrén pertenecen al mismo subsitio de muestreo. Si es asi, se revisa
la morfologia macroscopica y microscopica de la bacteria para determinar si
efectivamente corresponde a la misma o no. En el caso de también presentar las
mismas caracteristicas macroscopicas y microscopicas, solo se conserva uno de

los aislados.
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8.2 Seleccion de cepas multirresistentes

8.2.1 Analisis de Conglomerados para la seleccibn de cepas

multirresisistentes.

Los resultados obtenidos del analisis de conglomerados muestran una disminucion
en el numero de cepas multirresistentes aisladas (Tabla 1) obteniendo un total de
408 aislados multirresitentes. Esto permitio identificar aquellos aislados que se
presentaron mas de una vez en los resultados reportados de cepas
multirresistentes por subsitio. De esta manera, se redujo un 24.8% el nimero de

aislados considerados como diferentes.

Tabla 1. Cantidad de aislados multirresistentes pre y post conglomerados. Cantidad
total de aislados por manglar antes y después del analisis de conglomerados en base a sus
perfiles fenotipicos de resistencia. Mogote Conservado (MM), Lagunitas Perturbado (ML),

San Carlos Perturbado (CFE), San Carlos Conservado (SCC) y Carretera Aeropuerto-La
Paz (CdB).

MM ML CFE SCC cdB Total

Cepas multirresistentes

) 103 49 82 63 246 543
aisladas

Cepas multirresistentes
después de andlisis de 66 38 59 54 191 408
conglomerados

Del andlisis de conglomerados se obtuvieron los dendogramas para cada uno de
los manglares evaluados, mostrando la agrupacion de aislados hasta con un 95%
de similitud (Figuras 9-12).
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Figura 9. Dendogramas de analisis de conglomerados de Manglares Mogote (MM) y
Lagunitas (ML). Del analisis se obtuvieron un total de 52 cllsteres para manglar Mogote
y 32 para manglar Lagunitas
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Figura 10. Dendogramas de andlisis de conglomerados de Manglar San Carlos

Perturbado (CFE). Del analisis se obtuvieron un total de 47 clUsteres.
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Figura 11. Dendogramas de andlisis de conglomerados de Manglar San Carlos

Conservado (SCC). Del andlisis se obtuvieron un total de 50 clusteres.
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Figura 12. Dendogramas de andlisis de conglomerados de Manglar Carretera

Aeropuerto — La Paz (CDB). Del andlisis se obtuvieron un total de 119 cllsteres.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran un total de 408 bacterias
multirresistentes aisladas para el total de 3 manglares estudiados, con base al
criterio de 3 0 mas resistencias a diferentes grupos de antibidticos (Figura 13)
(Magiorakos et al., 2012).

a 66
& e 54

o 38

| L

MM ML CFE SCC CdB

MANGLAR

Figura 13. Aislados multirresistentes totales por manglar. Resultados de total de aislados
multirresistentes para cada uno de los manglares: Mogote Conservado (MM), Lagunitas Perturbado
(ML), San Carlos Perturbado (CFE), San Carlos Conservado (SCC) y Carretera Aeropuerto-La Paz
(CdB).

De los 5 manglares, el que presentd un mayor numero de bacterias multirresistentes
fue el Manglar Carretera Aeropuerto-La Paz (Cola de Ballena), con un total de 191
aislados, lo que representa un 46.8% del total de bacterias multirresistentes. Dicho
manglar ha presentado descargas de aguas residuales durante afios por la planta

tratadora de aguas residuales de La Paz, por lo que la cantidad de materia organica,
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asi como la de algunos nutrientes para los microorganismos es mayor en este lugar
(Tabla 2).

Tabla 2. Aislados por subsitio de muestreo. Promedio de aislados por subsitio de
muestreo de cada uno de los manglares evaluados. Mogote Conservado (MM), Lagunitas
Perturbado (ML), San Carlos Perturbado (CFE), San Carlos Conservado (SCC) y Carretera
Aeropuerto-La Paz (CdB).

Las medias que no comparten letra igual, son significativamente diferentes. Agrupacion de

informacion de manglares a evaluados mediante el método de Tukey, con un 95% de

confianza.
Manglar Nimero de Prqmedio del nimero de
muestras aislados por muestra
CdeB 72 26+2.07"
MM 36 17 +1.47°
ML 36 1.0 + 1.45°
scc 45 1.2+ 1.25°
CFE 45 1.3+ 1.06°

Al comparar la cantidad de aislados multirresistentes obtenidos para cada una de
las profundidades se observa un mayor nimero de aislados en las capas superiores
(Tabla 3). Sin embargo, al evaluar los resultados con un analisis de varianza, se
observa que la cantidad de aislados obtenidos por profundidad no es

significativamente diferente entre ellos (Anexo I).
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Tabla 3. Cepas multirresistentes y profundidad. Comparacién de cepas multirresistentes
en aislados de los 5 manglares evaluados en base a la profundidad del sedimento.
Mogote Conservado (MM), Lagunitas Perturbado (ML), San Carlos Perturbado (CFE), San
Carlos Conservado (SCC) y Carretera Aeropuerto-La Paz (CdB).

Profundidad Total por
(cm) MM ML CFE SSC CdB Profundidad
0-15 19 26 20 18 71 154
15-30 29 5 23 13 66 136
30-50 16 7 16 23 54 116
50 - 70 2 0 0 0 0 2

8.3 Comparacion de cepas multirresistentes en subsitios conservados y

perturbados

En la comparacion mostrada en la Tabla 2 se puede observar que la cantidad de
aislados multirresistentes en los manglares no parece ser mayor por el efecto por
actividades antropogénicas en las comparaciones de los subsitos para los
manglares de Mogote y de San Carlos Conservado, lo cual es diferente a lo

mencionado en la bibliografia.

El Manglar Lagunitas se caracteriza por presentar una perturbacion natural, en la
gue se obstruyeron sus canales de alimentacion principal debido al Huracan Odile
en septiembre del 2014. Dichos canales volvieron a ser abiertos de manera artificial,
sin embargo, debido a las corrientes litorales y la consecuente acumulacion de
sedimentos, se han mantenido obstruidos. En dicha obstruccion se han desarrollado
actividades turisticas como campismo (Lépez, 2013), sobre todo en el sitio ML4, por
lo que es el punto de muestreo en el que se esperaria una mayor cantidad de

bacterias resistentes, debido a los desechos humanos. Sin embargo, los resultados
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de la Tabla 4 muestran que no se observa una diferencia estadisticamente

significativa de la cantidad y el promedio de aislados multirresistentes entre cada

uno de los subsitios de muestreo.
Tabla 4. Aislados por subsitio Manglar Lagunitas. Numero y promedio de aislados por

subsitio de muestreo. Las medias que no comparten letra igual, son significativamente

diferentes.

Ndamero Total de

Subsitio Promedio de aislados por subsitio Aislados
ML 3.556 / + 1.323* 6
ML2 2.333 /% 1.166* 8
ML3 4.444 | +2.128" 14
ML4 2111/ + 1.054* 10

El Manglar Mogote es un sitio considerado como conservado, no presenta
actividades antropogénicas cercanas, ni desarrollos turisticos, ademas de que
cuenta con una evidente abundancia de vegetacion. Los resultados que se observan
en la Tabla 5, presentan un mayor numero de bacterias multirresistentes a
antibidticos en el sitio MM1, el cual es el mas alejado del canal principal de
alimentacion del manglar, conforme el subsitio es mas cercano a dicho canal, el
namero de bacterias multirresistentes disminuye. Sin embargo, el andlisis
estadistico muestra que no hay diferencia significativa entre la cantidad y promedio

de aislados multirresistentes en cada uno de los subsitios de muestreo (Tabla 6).
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Tabla 5. Aislados por subsitio Manglar Mogote. Nimero y promedio de aislados por
subsitio de muestreo. Las medias que no comparten letra igual, son significativamente

diferentes.

Numero Total de

Subsitio Promedio de aislados por subsitio Aislados
MM 2.444 | +1.7404 24
MM2 1.556 / +2.128~ 14
MM3 1.444 |/ + 0.8824 13
MM4 1.667 / £ 0.707~ 15

En la Tabla 2, se puede observar, al hacer una comparacion estadistica de la
cantidad de aislados multirresistentes por subsitio de los manglares Mogote y
Lagunitas que no se encuentra una diferencia significativa entre los resultados
obtenidos, por lo que se agrupan dentro del mismo grupo B. Esto significa que la
cantidad de aislados es considerada estadisticamente igual para los 4 subsitios de

cada manglar.

El Manglar de Bahia Magdalena CFE se caracteriza por un tipo de contaminacion
industrial, la cual hace evidente el dafio provocado debido a sus descargas y a la
vegetacion muerta alrededor de dichos canales de descargas. Debido a estos
desechos se esperaba encontrar un alto nimero de bacterias multirresistentes a

antibioéticos en los sitios de muetreos cercanos a dicho canal de desechos.

El subsitio CFE4 es el que presenta una mayor perturbacién dentro del manglar
CFE debido a que hace alrededor de 20 afios se vertieron desechos con alto
contenido de carbono y elementos traza como azufre, por lo cual es perceptible un

caracteristico olor a azufre en la zona. A pesar de este grado de perturbacion,
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parece no relacionarse con la presencia de bacterias multirresistentes a antibioticos.
El subsitio CFE1 es el sitio mas alejado de la planta de la CFE y de su canal de

desechos, por lo que la perturbacién de este sitio es minima.

Sin embargo, como se puede observar en la Tabla 6, no se observa una diferencia
significativa entre cada uno de los subsitios, por lo que no se puede hacer una
asociacion entre el nivel de contaminacion encontrada en este manglar, con el

nimero de bacterias multirresistentes obtenidas.

Tabla 6. Aislados por subsitio Manglar San Carlos Perturbado - CFE. Nimero y promedio
de aislados por subsitio de muestreo. Las medias que no comparten letra igual, son

significativamente diferentes.

Subsitio Promedio de aislados por subsitio Namero Total de

Aislados
CFE1 0.889 /4 0.782A 8
CFE2 1.222 /1A 12
CFE3 1.778/ £ 1.563A 16
CFE4 1.222/+0.782~ 10
CFE5 1.444 [ +1.014A 13

El Manglar de San Carlos Subsitio Conservado es un manglar que no presenta
alguna perturbacion evidente. Se pueden apreciar en el sitio desechos de pesca y
de bivalvos, debido a la venta para consumo humano en zonas cercanas, es por

ello que el sitio es comunmente llamado por la poblacién local como “Concheros”.

Como se observa en la Tabla 7, los sitios SCC3, 04, 05y 01, presentan un niumero
bajo de bacterias multirresistentes a antibiéticos si se compara con el sitio SCC2.
Sin embargo, no se presenta una diferencia significativa entre los aislados
encontrados en cada uno de los subsitios, lo cual se puede asociar a las condiciones

aparentemente estables del manglar y a la abundancia en su vegetacion. Como
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menciona Zhao et al. (2019), el manglar esta teniendo la capacidad de remover
genes de resistencia a antibiéticos (GRAS), y es por ello que en los subsitios de

muestreo no se encuentra diferencia entre la cantidad de aislados encontrados.

Lo obtenido en el analisis estadistico de la Tabla 2, muestra que no hay una
diferencia significativa entre los aislados encontrados en cada uno de los subsitios

de ambos manglares (CFE y SCC).

Tabla 7. Aislados por subsitio Manglar San Carlos Conservado - SCC. Numero y promedio
de aislados por subsitio de muestreo. Las medias que no comparten letra igual, son

significativamente diferentes.

Subsitio Promedio de aislados por subsitio Ndmero Total de

Aislados
SCC1 1/+£1.118A 9
SCC2 2444/ +1.8104 22
SCC3 0.778 /£ 0.9724 7
SCC4 1/+0.707A 9
SCC5 0.778 / £ 0.6664 7

En la determinacién de bacterias multirresistentes en el manglar Carretera
Aeropuerto-La Paz, se tomaron 3 subsitios de muestreo como sitios Conservados
(CB04, 05 y 06) y 3 como Perturbados (CB01, 02 y 03), estos ultimos debido a la
cercania con el canal del efluente de la planta tratadora de aguas residuales de La

Paz.
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Tabla 8. Aislados por subsitio Manglar Cola de Ballena — Carretera Aeropuerto La Paz.
Numero y promedio de aislados por subsitio de muestreo. Las medias que no comparten letra

igual, son significativamente diferentes.

Subsitio Promedio de aislados por subsitio Numero Total de

Aislados
CDBO1 3.555/+ 2.697A 32
CDBO02 2.333/+1.8718 21
CDBO03 4.444 /1 2.0074 40
CDB04 2111/ + 1.5368 19
CDBO05 1.778 / £ 1.8528 16
CDBO06 3.556 / + 1.666~ 32
CDBO7 2222/ +1.6418 20
CDBO08 1.222/ £+ 1.9958 11

En los resultados se muestra que los subsitios considerados como perturbados si
presentaron un mayor nimero de bacterias multirresistentes, como se esperaba,
siendo el subsitio CB03 el que presenté un mayor numero, con un total de 40
(Bacterias Multirresistentes a Antibi6ticos) BMRA. A pesar de que no es el sitio mas
cercano al efluente, es un sitio que se encuentra proximo, por lo que al no estar de
manera directa con el efluente, no hay corrientes del mismo cercanas y se evidencia
una relaciéon mas estable entre los contaminantes vertidos y la funcion de almacén

de genes de resistencia del manglar como se ha mencionado anteriormente.

Dentro de los 3 subsitios conservados se puede observar una diferencia
estadisticamente significativa en el subsitio CB06, el cual es el que se encuentra
méas cercano al fraccionamiento, por lo que se puede considerar también una
variable los desechos directos de la poblacién de la zona y el hecho de que es el
subsitio conservado con mayor vegetacion de mangle. Los subsitios CB04 y CB05

presentan un namero relativamente bajo al compararlo con los sitios perturbados.
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El subsitio CBO7 es un subsitio que cuenta con vegetacién secundaria, es un sitio

cuyo suelo es diferente y es una zona de comercio rural.

En el andlisis estadistico que se muestra en la Tabla 8, se puede observar una
diferencia entre los subsitios CDB01, CDB03 y CDBO06 con el resto, lo cual indica
gue estadisticamente existe una diferencia en la cantidad de aislados en estos
sitios. Los subsitios CDB01 y CDBO03, son considerados como perturbados, debido
a la cercania que tienen con los efluentes de contaminantes. Mientras que el subsitio
CDBO6, es un sitio que se encuentra alejado de la zona de las descargas de aguas
residuales, pero colinda con el area habitada, por lo que los desechos humanos

pueden ser la causa del alto nimero de aislados multirresistentes.

8.4 Resistencia a antibiéticos mostrada por los aislados de sedimentos.

Los resultados de las pruebas de resistencia en cada uno de los aislados de las
diferentes muestras de sedimento, permitieron hacer una comparacion del efecto
de estos contaminantes. Se puede entonces observar el efecto que tienen los
antibidticos seleccionados para las pruebas en este grupo de bacterias ambientales
y observar la eficacia de cada uno de ellos a concentraciones que usualmente son

asignadas para su tratamiento con base a los criterios de la CLSI.
Tabla 9. Multirresistencia por antibi6tico. Resultados de resistencia para cada uno de los 7

antibiéticos probados en los aislados. Nimero de cepas resistentes obtenidas en base al total

de cepas por grupos de salinidad como condicién de aislamiento primario.

Ampicilina Kanamicina Cloranfenicol Cefotaxima Ciprofloxacina Vancomicina Tetraciclina

10 pg/L 30 pg/L 30 pg/L 30 pg/L 5 pg/L 30 pg/L 30 pg/L
Cepas 0% NacCl 56 53 89 117 111 64 43
Cepas 1.5% NaCl 66 104 78 119 111 62 22
Cepas 3% NaCl 49 144 76 135 127 94 41
Total de cepas
resistentes por 171 301 243 371 349 220 106

antibiotico
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En la Tabla 9, la comparacion de la resistencia presentada para cada uno de los
antibidticos muestra una alta resistencia para la cefotaxima, seguida de la
ciprofloxacina y kanamicina, con un total de 371, 349 y 301 aislamientos resistentes,

respectivamente.

8.5 Andlisis fenotipico de los patrones de multirresistencia

Los perfiles fendtipicos de resistencia a antibiéticos obtenidos, permiten observar
una frecuencia alta en un grupo de 6 perfiles con frecuencias altas que los hacen
contrastantes con el resto. Ademas de que se presenta una diferencia al comparar

los resultados de cada uno de los manglares.

Como es el caso de los manglares Mogote y Lagunitas, ya que los patrones de
resistencia con mas frecuencia en total, no la presentan o no son tan contrastantes

en estos dos sitios de muestreo, como en el resto de los manglares (Tabla 10).

Tabla 10. Perfiles fenotipicos de resistencia. Patrones de resistencia encontrados para las 408
bacterias multirresistentes aisladas en base a los 7 antibitticos utilizados. Se presentan aquellos
patrones de los manglares Mogote Conservado (MM), Lagunitas Perturbado (ML), San Carlos
Perturbado (CFE), San Carlos Conservado (SCC) y Carretera Aeropuerto-La Paz (CdB).

MANGLAR
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Los resultados obtenidos de patrones de resistencia pueden ser de utilidad para
relacionar el tipo de mecanismos de resistencia que estan presentando las bacterias
de los diferentes subsitios de muestreo y ademas brindar informacion acerca de las
perturbaciones ocasionadas por los efluentes, ya que una de las principales causas
de resistencia a antibioticos es la presencia de residuos de los mismos dentro de

las descargas de contaminantes (Nogales et al., 2011).

Como se puede ver en la Tabla 10, los 5 perfiles fenotipicos de resistencia a

antibidticos que presentaron una mayor frecuencia dentro de los microorganismos

aislados fueron:

a M 0o nh e

47

Kanamicina, cefotaxima y ciprofloxacina (44 BMRA)

Cefotaxima, ciprofloxacina y vancomicina (24 BMRA)

Cloranfenicol, cefotaxima y ciprofloxacina (18 BMRA)

Kanamicina, cloranfenicol, cefotaxima y ciprofloxacina (27 BMRA)

Ampicilina, kanamicina, cloranfenicol, cefotaxima y ciprofloxacina (15
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9 DISCUSION

9.1 Seleccidn de cepas multirresistentes

El Manglar carretera Aeropuerto-La Paz mostr6 un alto nidmero de bacterias
multirresistentes a antibiéticos. Esto era esperado, debido al aumento de los
nutrientes, como alto contenido de carbono proveniente de los contaminantes, lo
gue provoca el aumento en el nimero y diversidad de microorganismos (Nogales et
al., 2011).

Ademas, los microorganismos resistentes a antibibticos presentes en las descargas
de aguas residuales tienen la capacidad de transferir genes de resistencia a los

microorganismos nativos del manglar (Coutinho et al., 2014).

Los Manglares correspondientes a Bahia Magdalena (SCC y CFE) y Ensenada-La
Paz (MM y ML), presentaron en comparacion con Manglar Carretera Aeropuerto-La
Paz, un nimero menor de aislados multirresistentes. Lo anterior puede estar
relacionado con el tipo de perturbaciones que presentan los manglares ML, que es
una perturbacion natural y CFE es una perturbacion por la planta de la Comision
Federal de Electricidad. Los manglares MM y SCC son considerados como sitios
conservados, por lo que es de esperarse ese numero similar entre aquellos sitios

considerados como conservados y perturbados.

La perturbacién que presenta el manglar de San Carlos CFE, es causada por la
guema de combustibles de la planta de la Comisién Federal de Electricidad, por lo
gue en el sitio se observa vegetacion dafiada cerca del canal de desemboque de
desechos. Sin embargo, este tipo de dafio parece no estar incrementando de
manera considerable la cantidad de bacterias multirresistentes presentes en el sitio.
Lo anterior se puede relacionar con el tipo de desechos, que son de clase industrial,

y no estan relacionados con el uso de antibioticos.
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En relacion con los manglares conservados (MM y SCC) el numero de aislados
multirresistentes present6 una similitud con los sitios perturbados, por lo que esto
evidencia la capacidad de los manglares como reservorios naturales de genes de
resistencia. Ademas, al ser un entorno acuatico libre, la diseminacion de genes de
resistencia a antibioticos se desarrolla de una manera mas sencilla (Bhattacharyya
et al., 2019). Sin embargo, la presencia de genes de resistencia también se ha
llegado a asociar con mecanismos evolutivos, como se evidencié en un analisis de
metagenoma donde se encontraron genes de B-lactamasa en suelos de Alaska

libres de antibioticos (Aminov, 2009).

En los manglares que presentan afectaciones por actividades antropogénicas como
descargas de aguas residuales, aumenta la cantidad de materia organica que se
deposita en los sedimentos y se conserva en las capas superiores. Esto puede
contribuir al desarrollo de una mayor cantidad de microorganismos. Ademas, la
disminucion de microorganismos a mayores profundidades se relaciona con la
funcidén de filtro natural del sedimento, que atrapa particulas como materia organica
en las capas superiores (Karbasdehi et al., 2017). Asi mismo, al aumentar la
profundidad, la disponibilidad de oxigeno disminuye, por lo que se presentaran en
su mayoria microorganismos microaerofilicos y hasta anaerobios estrictos. Sin
embargo, la evaluacion de microorganismos anaerobios estrictos esta fuera del

alcance del presente proyecto.

9.2 Comparacion de cepas multirresistentes en subsitios conservados y

perturbados
Los manglares tienen la capacidad natural de ser potenciales reservorios de genes

de resistencia de manera natural, asi como la transmision de los mismos.
Bhattacharyya y colaboradores (2019) mencionan que los ecosistemas acuaticos
como los manglares son reservorios potenciales de bacterias resistentes a

antibidticos y genes de resistencia a antibidticos, mismos que son facilmente
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transmisibles entre las bacterias presentes en el ecosistema, incluso aquellas que

son nativas del lugar.

Existen ejemplos de ecosistemas que a pesar de no tener alguna perturbaciéon o
contaminacién, se han encontrado altos porcentajes de bacterias multirresistentes
y genes de resistencia a antibiéticos. Por ejemplo, el fenotipo de més de un 60% de
Enterobacterias aisladas de ecosistemas acuaticos pristinos presentaron
multirresistencia a antibiéticos (Aminov et al., 2009). Por lo que es justificable el
hecho de que no exista una diferencia evidente en la cantidad de aislados
multirresistentes entre los sitios perturbados y conservados. Ademas, es importante
mencionar que los tipos de perturbacion, como el caso del manglar de Mogote
Lagunitas, son perturbaciones naturales. Por lo que el hecho de que no sea una

contaminaciéon con desechos humanos influye en los resultados.

Si se compara el manglar Carretera Aeropuerto-La Paz, con los manglares
perturbados de Mogote y San Carlos, es evidente una diferencia en la cantidad de
bacterias multirresistentes encontradas. Estos resultados concuerdan con varios
trabajos en los que se evalla la contaminacion provocada con aguas residuales
tratadas. El uso de aguas residuales para irrigar el suelo aumenta la probabilidad
de encontrar microorganismos resistentes a antibiéticos, asi como la generacion de
nuevos microorganismos resistentes (Palacios et al., 2017). Lo anterior va
relacionado con la presencia de bajos niveles de antibi6ticos en los efluentes,
ademas de que el tratamiento de las aguas residuales no elimina la resistencia a
antibiéticos en las bacterias y permaneceran en el efluente, pudiendo reactivarse o

pasar por un proceso de presion selectiva.

9.3 Resistencia a antibioticos mostrada por los aislados de sedimentos.

Los antibidticos con mayor resistencia fueron cefotaxima, ciprofloxacina y
kanamicina. Los informes de la OMS indican que en 18 paises de América es

factible adquirir antibiéticos o medicamentos sin necesidad de receta médica, region
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en la que se evidencié la resistencia de E. coli a las cefalosporinas de tercera

generacion y a las fluoroquinolonas (Alejos, 2017).

La tetraciclina, al ser un antibiético de amplio espectro, es eficaz contra bacterias
Gram negativas y Gram positivas, asi como contra bacterias aerobias y anaerobias.
También son eficaces contra las bacterias resistentes a antibidticos B-lactamicos
(Patifio et al., 2008), lo que explica la eficacia de la tetraciclina mostrada en este

estudio, presentando sélo 51 aislamientos resistentes.

En trabajos previos se han hecho evaluaciones de los genes de resistencia a
antibidticos (GRAs) en suelos pristinos, que codifican bombas de eflujo de
antibiéticos (bombas de eyeccion activa). Estos genes son de interés ya que
confieren resistencia a antibiéticos de importancia clinica como a aminoglucésidos,
cloranfenicol y B-lactamicos (Cycon et al., 2019). Lo anterior puede explicar la alta
resistencia presentada a kanamicina en el presente estudio. Ademas, estas bombas
de eflujo presentan 6 familias diferentes, las cuales le brindan a las bacterias la
capacidad de resistencia especifica a ciertos antibiéticos. Tal es el caso de la
superfamilia facilitadora principal (MFS), las cuales brindan resistencia hacia las
fluoroquinolonas; o aquellas que proporcionan la capacidad de resistencia a un
amplio rango de antibiéticos como la superfamilia de division celular de Nodulacién-
Resistente (RND), que genera resistencia a aminoglucésidos, cefotaxime y

cloranfenicol, entre otros (Du, 2018).

9.4 Andlisis fenotipico de los patrones multirresistentes

Es interesante observar que en cada uno de los 5 perfiles de resistencia que
presentan una mayor frecuencia, aparecen los antibidticos cefotaxima vy
ciprofloxacina. En el caso de cefotaxima, es un antibiético del grupo de las
cefalosporinas de tercera generacion. Su resistencia se asocia a p-lactamasas de
Espectro Extendido (BLEE), las cuales son enzimas que ademas conferir resistencia
a los antibiéticos B-lactamicos, han desarrollado resistencia a antibiéticos como las

cefalosporinas de tercera generacion. Las BLEE se asocian a bacterias
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enteropatdgenas y uropatégenas, por lo que representan un gran problema de salud
gue haido en crecimiento (Carbajal, et. al., 2020). Debido a las caracteristicas del
antibiético y del posible mecanismo de resistencia, se puede asociar de manera
directa a contaminantes de origen humano, sobre todo, aguas residuales.

Por otro lado, la Cirpofloxacina es un antibiético del grupo de las fluoroquinolonas,
cuyo mecanismo de accion afecta a la Topoisomerada Il, impidiendo la replicacion
y transcripcion en la bacteria. En el estudio de Ohore y colaboradores (2021), se
reporta que la presencia de ciprofloxacina en medios acuéticos provoca un aumento
en la presencia de bacterias resistentes de grupos importantes como las
proteobacterias, ademas provoca una mayor abundancia de ARGs como los que
confieren mecanismos como bombas de eflujo, resistencia a la tetraciclina,
rifampicina y p-lactamicos. Por lo que la alta frecuencia de ciprofloxacina en los
perfiles de resistencia puede indicar el desarrollo de los mecanismos anteriormente
mencionados debido a la presencia de residuos del antibiético en los contaminantes

presentes en los manglares evaluados y la transferencia de dicha resistencia.

También se puede observar en los resultados que los antibiéticos cloranfenicol y
kanamicina aparecen con una alta frecuencia en los perfiles de resistencia. Estos
antibiéticos también se han relacionado con mecanismos como las bombas de eflujo

en estudios realizados en suelos pristinos (Cycon, et. al., 2019).

Los perfiles de resistencia fenotipicos evidencian patrones de resistencia que se
relacionan con el uso de estos antibidticos en el humano, por lo que las descargas
de los desechos humanos, como aguas residuales, en los ecosistemas de manglar
evidencian el uso de dichos antibioticos por la poblacion y pueden ser una

consecuencia de la administracion incontrolada y no supervisada (Alejos, 2017).
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10 CONCLUSIONES

En la determinacion de bacterias multirresistentes en los manglares de Baja
California Sur, se aislaron un total de 408 bacterias multirresistentes a antibidticos,
lo cual evidencia la capacidad que tienen los manglares como almacén de genes de
resistencia a antibiéticos y la transferencia de los genes en ambientes acuaticos.
En la comparacion del nimero de bacterias multirresistentes a antibioticos entre un
sitio conservado y uno perturbado, no se obtuvieron diferencias que indiquen el
grado de perturbacién del manglar. Sin embargo, el tipo de perturbaciones de los
manglares Mogote y San Carlos puede no ser evidentes a través de la
determinacién de bacterias multirresistentes ya que se trata de perturbaciones
naturales y con impacto en la cantidad de algunos elementos como Carbono y

Azufre.

En el manglar Carretera Aeropuerto-La Paz, se obtuvieron numero altos de
bacterias multirresistentes a antibioticos, lo cual se relaciona con el tipo de
contaminacién del lugar, y como esas descargas de aguas residuales estan
afectando a la comunidad microbiana del manglar, volviéndola un riesgo para la

salud de la poblacién que se encuentra cercana al manglar.

Los perfiles de resistencia a antibidticos presentaron frecuencias altas para
principalmente dos antibidticos: ciprofloxacina y cefotaxima. Esto se relaciona
directamente con la perturbacion de los manglares por actividades humanas y la
probable presencia de residuos de antibiéticos en los desechos que se vierten en el

manglar.

En este trabajo se evallo una parte importante dentro de las caracteristicas bioticas
de los manglares de Baja California Sur, y permitio hacer una correlacion entre las
bacterias multirresistentes a antibidticos y las perturbaciones de los sitios
evaluados. Por lo que es importante continuar con la evaluacion de dichos
ecosistemas, para conocer nuevas caracteristicas que puedan ayudar a entender el

origen y grado de afectacién de los sitios para su posterior restauracion.
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ANEXOS

ANEXO I.

Tabla para la determinacién de la relacion entre Salinidad, Profundidad,
Manglar y Subsitio con el nuUmero de aislados. Analisis de varianza para las

diferentes fuentes de variacion que puedan influir en el nimero de aislados
obtenidos.

Fuente de Variacién GL >¢ Me F P
Ajustada Ajustada

Manglar 4 98.298 24.5744 10.72 0.000
Profundidad 2 10.265 5.1325 2.24 0.109
Salinidad 2 0.060 0.0299 0.01 0.987
Subsitio (Manglar) 21 105.275 5.0131 2.19 0.003

Error 204 467.675 2.2925

Total 233 681.573
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ANEXO II. Perfiles de resistencia fenotipicos para cada una de las cepas

multirresistentes. El valor 1 representa resistencia, O representa susceptibilidad.

[I-A. Tabla de perfiles de resistencia de Manglar Mogote

SGg |2 SIBIS 215 /S |88 |8

8o |3 S Pl e |® |33 P |6
0 2 MM1 1mm 0-15 108 2 oO|j1,1(1(1]1|1]6]26
0 3 MM1 1mm 0-15 10° 3 oj1(1|11|1|0(5]4
0 4 MM1 1mm 0-15 10° 4 o110 (1|101]4
0 5 MM1 1mm 0-15 10* 1 oO|j1(0|1|]1|0]|0]{|3]42
0 9 MM1 0-15 10° 1 1(1|1]0(0]|]0]0]3]29
0 13 MM1 15-30 10 1 O|O0O|212|1(1|12|0]|4]43
0 15 MM1 30-50 10% 1 1(0|1|1|0]|]0|0]|3]44
0 16 MM1 50-70 10° 1 1 (1|11 |0]|]0]|0]|4]45
0 18 MM1 50-70 10% 2 oj1(1|]1]0|0|]0|3]6
0 29 MM2 2 15-30 10° 1 1 (1|10 |0]|0|1]4]46
0 37 MM3 0--15 10* 3 1(0|212|1(0|0| 0] 3|47
0 38 MM3 15-30 10° 1 O|l1 1101 ]|0]4]48
0 40 MM3 15-30 10% 1 0|l1,1(1(0]0]|0]3]18
0 43 MM3 30-50 10* 1 1111|1212 ,0(|1|0]|5]49
0 44 MM4 0-15 103 1 1111|212 ,0|0(0{|4]39
0 47 MM4 15-30 10 1 111|211 117 ]50
0 49 MM4 1 30-50 10% 1 1111|212 ,0|0(0{}4]39
0 50 MM4 2 30-50 10° 1 1(/0|1|1(12]|]0]0]|4]51
0 51 MM4 2 30-50 108 2 1 (1|11 (0|1]|1]6]52
15 1 MM1 1mm 0-15 10° 1 1 (11|10 ]|1]0]|5]25
15 14 MM1 15-30 103 2 1 (1|11 (1|1(0]|6]|T7
15 15 MM1 15-30 103 3 O|1 1|11 |1|1]|6]26
15 16 MM1 15-30 10° 4 oj1(1|11|1|]0(5]4
15 17 MM1 15-30 10% 1 o|j1,0(0{(1 |1 ]|1]4]27
15 21 MM1 30-50 10° 1 1(1|]0]1|0]|]0]|0]3]28
15 22 MM1 30-50 102 2 1(1|12]0(0]0]0]3]29
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15 27 MM2 0-15 10% 1 1(1(1|]1]0|0|0{|4]30
15 28 MM2 1 15-30 10% 1 O|j1;]1|1|]0|1|0]|4]31
15 31 MM2 1 15-30 10% 4 111|101 |0]|5]832
15 32 MM2 1 15-30 1041 o|j1}j1|1|]0]0|0]3]|33
15 33 MM2 1 15-30 102 o|j1}j1|1|]0]0|0]3]|33
15 34 MM2 1 15-30 103 1(1]1(1|12|0|0]|5]|34
15 36 MM2 2 15-30 10% 1 11 (1|1}|1|1|1(7]835
15 |41 MM3 0-15 10% 4 0|11 |0|12|0|0{|3]36
15 |43 MM3 15-30 10° 1 0|1|1|12|0|0|0{3]18
15 |44 MM3 15-30 10% 1 0Oj1|1|0|212|1|0{|4]|37
15 |46 MM3 30-50 1032 2 1(1}1}1|1|0|1]|¢6]|38
15 |49 MM4 0-15 10% 1 1{1}1|1|0|0|0{|4]39
15 51 MM4 15-30 1032 2 0|1|1|12|1|0|0{|4]40
15 52 MM4 15-30 10% 1 0|11 |12|0|0|0{3]23
15 53 MM4 1 30-50 10% 1 010|121 |0|0{|3]4
15 58 MM4 2 30-50 104 1 o|j1}j1|1|]0]0|0]3]|23
3 1 MM1 1mm 0-15 10° 1 11011 |1|1(6]1
3 2 MM1 1mm 0-15 108 2 o|j1j]0|0|21]|1|0]3]|2
3 5 MM1 1mm 0-15 10% 1 oj1j0|1|1|1|,0]4]|S5
3 9 MM1 1mm 0-15 10* 5 o|j1}j1|1|]0]0|0]3]|G6
3 10 MM1 0-15 10% 1 oj1}j1|1|1]1,0]5]|4
3 16 MM1 15-30 10% 1 o|j1}1|0|1|1|,0]4]|S3
3 21 MM1 30-50 10% 1 1(1}1]1|1|12|0]|6]|7
3 20 MM1 30-50 10° 1 1(1]0}1|1|12|0]|5]|S8
3 31 MM2 15-30 10* 3 oj1{1|j0|2|1(0(f4]9
3 23 MM2 0-15 10° 2 o|j1|{0|0|2|1|0{3]10
3 24 MM2 0-15 10% 1 1{1}1|1|1|1|0(6]|11
3 25 MM2 15-30 10° 1 1{1,0|0|212 |1 |0]{|4]12
3 26 MM2 15-30 102 2 0j(1|1|12|1(1(0{5]13
3 30 MM2 15-30 10% 2 0j1|0|212|1|1|0{|4]14
3 36 MM3 15-30 10° 1 0|1|1|12|1(0|0{|4]15
3 37 MM3 15-30 10% 1 0|11 |1|1(1(0{5]16
3 38 MM3 15-30 10% 2 oj1,011|0|1)|0]| 3|17
3 39 MM3 30-50 10° 1 o|j1}j1|1|0]0|0]3]|18
3 41 MM3 30-50 10 1 111|101 |1]|6]19
3 42 MM4 0-15 10% 1 1(1(1|]1]0|1]0(5]20
3 47 MM4 15-30 10% 1 O|j1;]1|1]0|1|0]|4]21
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45 MM4 15-30 10° 2 11110 22
3 |48 MM4 1 30-50 10° 1 o(1|1]1|0|0]|O0]|3]23
51 MM4 2 30-50 10* 2 11111 24
[I-B. Tabla de perfiles de resistencia de Manglar Lagunitas.

SEE| 2 AHBHEEE
128 2 = 12|2|5/8/82|2]8|®

S SHEEETHHE
0 1 ML2 30-50 10*1 1{1(0|1|1]12|/0]|5]|1
0 7 ML4 15-30 10°1 o|1|1|1|1]|0]|1]|5]2
0 8 ML4 30-50 10°1 ol1|1|1|1|0]|0]|4]3
0 9 ML4 30-50 10* 1 oj1|0|1|1|0|0]|3]|4
0 61 ML3 0-15 1032 o|1|1|1|1|1|1]|6]5
0 65 ML3 0-1510%2 ojof(1(1|1|21|0|4]|7
1.5 1 ML4 30-50 10° 1 o|1|1|1|1|0]|0]|4]3
15 | 2 ML4 30-50 10° 2 o|l1|{0|0|1|0|1]|3]|16
1.5 |59 ML10-15 1031 ol1/0|0|1|1]0]|3]8
1.5 | 63 ML2 0-15 103 1 1|11|12|1|0]|1]|1]|6]9
1.5 | 65 ML2 0-15 103 2B ol1|1]0|0|1|0]| 3|10
1.5 | 69 ML3 0-15 10% 1 o|o|1|1|12|1]|0]|4]|7
1.5 | 70 ML3 0-15 10° 2 o|1|1]|0|1|1|0]| 4|11
15 |71 ML3 0-15 10° 3 ojlo|o|1|0|1|1]3]12
1.5 |73 ML3 0-15 10* 1 o|1|1|1|1|1|1]|6]5
1.5 | 74 ML3 0-15 10* 2 ojlo|1]|0|1|1]|]0]|3]6®6
1.5 |76 ML3 0-15 10* 4 ol1|1]12|0|0|0]| 3|13
1.5 |102 ML4 0-15 10% 1 o|lo0|1|1|1|0|0]|3]14
1.5 |103 ML4 0-15 10° 2 oj1|0|1|1|0|0]|3]|4
1.5 |105 ML4 0-15 10* 1 1{0(1|1|1|1]|0]|5]15
3 1 ML1 15-30 10° 1 ol1|{0|1|1|0|0]| 3|17
3 3 ML2 15-30 10° 1 ol1(1|1|1|0|1|5]/|18
3 7 ML2 15-30 10* 1 1{1(0|0|0|0|1]|3]19
3 8 ML3 15-30 10° 1 1/0(0|1|1|0|0]|3]|20
3 14 ML3 30-50 10° 2 ol1(1|1|1|0|0|4]|21
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3 16 ML4 0-15 10* 1 1({1|1]0|0|1|0]4]|22
3 18 ML4 30-50 10% 1 oj1j0|1|1(0|0|3]|4
3 52 ML10-1510%1 1({1|/]0|1|,0|1|0]4]|23
3 53 ML1 0-15 102 Oj1(1|1|0|1|0|4]24
3 54 ML1 0-15 10*1 Oj|1(1|0|0|1|0|3]25
3 55 ML1 0-15 10*2 0Oj1|1|0|1|1|0|4]|26
3 56 ML2 0-15 10% 1 1|1 (1(1]1|1|0]|6]27
3 57 ML2 0-15 10% 2 Oj1|1|1|0|1|1(|5]28
3 58 ML2 0-15 10*1 oOj1|1|1|0|1|0|4]|2
3 65 ML3 0-15 10% 2 1|11 (1]0|1|0]|5]30
3 66 ML3 0-15 1043 1|11(1(1]0|1|0]|5]30
3 67 ML3 0-15 10* 4 0Oj1(1|1|0|1|0|4]|31
3 63 ML3 0-15 10% 4 1|11 (1(1]1|1|0]|6]32

[I-C. Tabla de perfiles de resistencia de Manglar San Carlos Perturbado (CFE).

S8E| 2 HEIE

2o 8 2 =8|35/ 5(2|3|®

So S 5 5|8 |® g' ERE:
0 17 CFE1 15-30 101 111|110 ]0]|5]1
0 21 CFE1 30-50 101 1(1|1(0|0]|0|21]4]|2
0 26 CFE2 15-30 10% 1 i1|10|j1|1|1|0|0f4]|S3
0 28 CFE2 30-50 10% 1 o(jo0oj1j1|1|0|0]|3]|4
0 29 CFE2 30-50 103 2 o(oj1j1|1|0|]0]|3]|4
0 30 CFE2 30-50 1023 o|1(1)|1,1(0]|]0(|4]65
0 32 CFE3 0-15 10% 1 ojof(1|1|1(12]|1|5]|7
0 37 CFE3 15-3010% 1 o|1(0|j212,1(12]|]0|4]S8
0 38 CFE3 15-30 1032 ojof(O0j|21|1212]0(3]5F9
0 42 CFE3 15-30 1026 Oo|jo0o(1)|1|1|212|0|4]10
0 44 CFE3 15-30 10° 8 o|jo0f(1)|1|1,0|0|3]|12
0 47 CFE3 15-30 10%3 1 /0|01 |1|1(0]4]|12
0 52 CFE3 30-50 10% 1 oO|1(1(1]1,0|]01]14]F686
0 57 CFE4 0-15 10° 3 111|112 |,0|0|5]|14
0 59 CFE4 0-15 10% 5 1/0|1|1|212|0|0]|4]15
0 65 CFE4 15-30 10% 1 1/0|1|1|212|1|0|5]16
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0 75 CFE4 15-30 10% 5 1({0(0}1|1|1|0]|4]|13
0 82 CFE4 30-50 10% 3 oyjo0ojo0of1|1}1/|,0]3]|18
0 89 CFES5 0-15 10° 4B 1010|212 |0]|1]0]3]19
0 97 CFE5 0-15 10* 4 ojojof1|1}j11]4|21
0 98 CFE5 0-15 10*5 11111 ]|0]0]|5]20
0 101 CFE5 15-30 10% 1 1({0(0|1|21|1|0]|4]|Z22
0 105 CFE5 15-30 1025 ojojo|1|1|1]0]3]23
0 116 CFE5 15-30 10* 8B 0O0{1|12|0|0|0|1]|3]24
0 119 CFE5 30-50 103 2 1({0(1]1|1|1|0]|65]|25
0 124 CFE5 30-50 103 7 ojojoj|1|1|1]0]|3]23
15 3 CFE10-1510%1 ojo0|1|1|1|1]0]|4]26
15 CFE10-15 10*1 ojo0o|1|1|1(0]0]|3]|27
15 8 CFE1 15-30 1032 1(0(0}1|1|0|0]|3]|28
15 10 CFE1 15-30 1033B 1 (011|121 |1|6]|29
15 15 CFE2 0-15 10%1 1 (1701|121 |0]|5]|30
15 16 CFE2 0-15 103 2 1/]1/0|1|1]|0]0]|4]31
15 20 CFE2 15-30 10% 3 1({1(0]0|0|21 |1]|4]|32
15 21 CFE2 30-50 10%1 ojo0ojo0of1|1}j1|0]3]|33
15 24 CFE2 30-50 10% 1 1010|121 ]|0|0]|3 ]34
15 28 CFE30-15 10% 2 171,001 ]|1]0]4]35
15 29 CFE30-15 10° 3 171,01 |1|1|1]6]36
15 33 CFE3 0-15 102 171,01 |1|0/|O0]|4]37
15 36 CFE3 15-30 1032 1 (1111|121, 0]|¢6]|38
15 41 CFE3 15-30 104 2 oj{1|0|2|1(0]0]|3]39
15 43 CFE3 15-30 10% 4 oj{1|1|1|1,0]0]4]6
15 46 CFE3 30-50 10% 1 1(1(1}1|1|0|0]|65]|40
15 48 CFE4 0-15 10°1 1(1(1}]1]1|0|0]|5]14
15 49 CFE4 0-15 10° 2 oj{1|12|1|1(0]0|4]|4
15 59 CFE4 15-30 10% 3 1({0(0}1|12|0|0]|3]|17
15 62 CFE4 30-50 10% 3 oj{1|12|1|1(0]0]|4]|4
15 69 CFE5 0-15 10° 3 1 (111 |1|0|0|5]|20
15 85 CFE5 15-30 10% 4A 0{1|0|212|1|0]0]| 3|42
15 92 CFES5 30-50 10°% 3A 0|11 |1|1(0]0]|4]43
3 22 CFE1 0-15 10*1 Oo|j1(0|1|1]0|0]3 |44
3 26 CFE1 15-30 101 o101 |1]0|0]3 |44
3 32 CFE20-15 10%3 11,01 |1]|0|1]5]45
3 41 CFE2 30-50 10% 1 o101 ]|1]0|0] 3|46
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3 43 CFE2 30-50 10°% 2A o|j1{1(1|1,0|0]4]|5
3 51 CFE3 0-15 10°6 11,00 |0 |1 |1]|4]47
3 57 CFE3 30-50 10% 1 oj1j0(1|1}0|0]3]|39
3 60 CFE4 15-3010% 1 o|j1}j1(1|1]0|0]4]|4
3 63 CFE5 0-15 10% 2 o|j1}1(1|1]0|0]4]|43
3 66 CFE5 15-30 104 2 0O0|1]|0|212|1|0/|0]|3]42

[I-D. Tabla de perfiles de resistencia de Manglar San Carlos Conservado (SCC).

17 SCC1 30-50 10% 3
10 SCC115-30 10° 3
23 SCC20-15 1032
27 SCC2 0-15 1042
28 SCC2 0-15 1043
34 SCC2 15-30 10° 3
36 SCC2 15-30 10%5

N
(o]

N
©

w
o

w
[y

w
N

w
w

85| 2 HEEHHEBEEIEE
2278 2 = |2]2|5]8|8(2|3]|¢
ee 18 : RN RN
0 5 SCC10-1510°5 10111 |1]0|5]|1
0 16 SCC20-1510° 4 1/1{0(0|212|0]0|3]2
0 27 SCC2 15-30 10° 4 o(1|j12(0j0|212]|0)|3|3
0 42 SCC2 30-50 103 7 1110|0101 |1 |4)4
0 43 SCC230-50 10% 1 1/0(0j0|0O]|1]|1|3]|5
0 52 SCC330-50 10% 1 1/1{0(0|1|1]0|4]6
0 54 SCC4 0-15 103 2 1/0(0j0|0|1 |1 |3]|7
0 56 SCC40-15 101 o0j0|{1|12|12|0|0]| 3|8
0 57 SCC4 30-50 10% 1 1001|1200 |3]|9
0 69 SCC5 15-30 10% 1 1/{0}1}1|1|0|0| 4|10
15 12 SCC115-30 10%5 011|121 |0|0]4 |11
15 |49 SCC2 30-50 10* 2 1(1;1}1|1|0|1|6 |15
15 59 SCC30-1510*1 1{1}1}1|1,0|0|5] 21
15 6 SCC10-1510°6 0j1(0;1|1|0|0| 3|28
1.5 7 SCC10-15 1037 0j1(0;1|1|0|0| 3|28
15 oj1(0}j1|1(0]0]3
15 oj1(12}0|1|0]0]3
15 11100101 ]|0|3
15 1,010 0|1]0]|3
15 1(1]0(1|1|12|1|6
15 o(1|j0}1}j1,1|0]4
15 o(1|j0}1(0|12|0]3

w
~
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15 |42 SCC2 30-50 10% 1 1(1,0}1|12|0|0|4]|35
15 |44 SCC2 30-50 10° 3 1101|110 |0|4]36
15 |47 SCC2 30-50 10° 6 1100|221 ,0)|0]|3]|37
15 |48 SCC2 30-50 10% 1 ojojo|l1|1}1|0)| 3|38
15 51 SCC2 30-50 10* 4 1110|1210 |1]|5]39
15 66 SCC3 30-50 10° 3 0|1|0|212|1|0|0]| 3|40
15 63 SCC315-3010%1 1{1]0(1|1|1|0]|5 |4
15 65 SCC3 30-50 103 2 1{1]0|1|0|21|1]|5]|42
15 68 SCC3 30-50 10% 2 o|1|{0|2|0|1|0]3 |43
15 73 SCC4 0-15 10*1 1(1]1}1|1|0|0|5 |44
15 75 SCC4 15-3010% 1 0O|1|1|12|1|0|0]| 445
15 80 SCC4 30-50 10% 1 1 (1111|2121 |17 |46
15 81 SCC4 30-50 10% 2 1 {1111 |0|1]|6 |47
15 82 SCC5 0-1510%1 0|1|0|212|12|0|0]| 3|48
15 93 SCC5 15-30 10% 6 1/{0]0|1|212|0|0]|3 |49
15 94 SCC5 30-50 10% 1 1({1,0}1|12|0|0| 4|50
3 13 SCC1 15-30 10* 3 011|121 |0|0]4 |11
3 10 SCC115-30 10% 3 11111 ,0|0]|5]12
3 12 SCC1 15-30 10% 2 o|j1}j1(1|{0]0|0)| 3|13
3 24 SCC2 0-15 1042 1(1(1|]0]|1|1|1|6]14
3 25 SCC2 0-15 1043 1(1(1)1}1|0|1|6]15
3 26 SCC2 0-15 10* 4 o|j1}j11|1}0|1)5]|16
3 36 SCC2 30-50 103 2 o|(1|12|0|2 |1 |1]|5]|17
3 38 SCC2 30-50 10° 4 oj1|12|0|0|0|1] 3|18
3 41 SCC2 30-50 10% 1 011|212 |0|0|0]|3 |19
3 44 SCC2 30-50 10* 4 1(1}1}1|1|12|0|6|20
3 59 SCC3 30-50 10% 4 1{1]0|1|12|0|0]|4]22
3 61 SCC4 0-15 1032 1(1}10|12|212|0|5 |23
3 65 SCC4 30-50 103 2 0|1|0|12|12|0|0]|3 |24
3 67 SCC5 0-15 1032 oj1{0|0|2 |10 3|25
3 68 SCC5 0-15 1033 1({0]0|1|12|0|1 |4/ 26
3 77 SCC5 15-30 10% 3 oj1|0jO0|2 |1 |1]|4]27
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[I-E. Tabla de perfiles de resistencia de Manglar Carretera Aeropuerto — La Paz
(CDB).

SEE| 2 AEBHEEHE

2278 2 = |2|2|5/8|2|2|3)| ¢

S o S g ®lp |3 |® = 2| P | B
0 2 CdB1 1 0-15 103 2 ojo(oj1|112|11¢4 1
0 16 CdB110-15 10% 4B i1|10|j]0|1|1|12|0| 4] 3
0 17 CdB110-15 10%1 o(jojoj1|1|j1|0|3]| 2
0 19 CdB110-15 10* 3 o|0j1|1|12]0|0)|3]| 4
0 32 CdB1 15-30 10* 3 ojof1j11(0|]0|3]| 4
0 36 CdB1 30-50 1032 o(o0ofj1j1|1|1|1|5]|5
0 37 CdB1 30-50 10° 3A o(oj1j1|1|1|1|5]|5
0 38 CdB1 30-50 10° 3B o|jof1j1}j1|1)1]|5 5
0 40 CdB1 30-50 104 1 o|jof0j|j1}j1|1|0]S3 2
0 41 CdB1 30-50 10% 2 o(jojoj1|{1|j1|0|3]| 2
0 43 CdB1 30-50 10* 4 o(jojo0oj1|1|1|1)|4 1
0 55 CdB2 15-30 10% 1 1/0(|1}1|1]0(1]5 6
0 58 CdB2 15-30 10% 4 111|111 |0|1]6 7
0 59 CdB2 15-30 1035 o(ofj1j1|{1|j0|1|4) 8
0 60 CdB2 15-30 10% 6 1111|1021 |6]|7
0 63 CdB2 15-30 10% 2 112|011 |01]5 9
0 66 CdB2 15-30 10*5 1/]1j011|12|0]0] 4|10
0 69 CdB2 30-50 10°% 1 ojo0ojof1|j1j0|1|3 |11
0 76 CdB2 30-50 10* 3 1011|120 0]|4)12
0 77 CdB2 30-50 10* 4 0(1{0}(212}1|0]|0]|3]13
0 83 CdB3 0-15 10° 3 o011 |1|1]1]|5)14
0 84 CdB3 0-15 10° 4 o(o0of{1|1|1|0]|1]|4]15
0 85 CdB3 0-15 103 5 O|j]o0|0O0]|1|1|1|0{|3]16
0 88 CdB3 0-15 10% 2 o(1(1}(1|1|1|1]|6]|17
0 95 CdB3 1 15-30 10% 3 1100|2220 4]19
0 96 CdB3 1 15-30 10% 4 o|j1(12)1(1,0|0{|4]20
0 97 CdB3 1 15-3010%1 o(o0fj1j1}1j]0|]0]|3]|21
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0 104 CdB3 2 15-30 10° 3 ojo0j1|1|1(0]0)|3 |22
0 105 CdB3 2 15-30 10* 1 ojojo|1|1(1]0)|3]16
0 111 CdB3 30-50 10° 4 100|212 |1|0|1|4]23
0 112 CdB3 30-50 10°5 1/0(0]1|1|0|0|3 |24
0 113 CdB3 30-50 10° 6 1/0(0]1|1|1]|1)|5]|25
0 115 CdB4 0-15 1031 o|{0|1|1|1(0]0)| 3|26
0 116 CdB4 0-15 103 2 oyj1}1(1|1}0|1]|5]|27
0 121 CdB4 0-15 10% 7 o(1|1|1|1(0|1)|5]27
0 124 CdB4 15-30 10% 1 oj1|0|0|1|1]0)| 3|28
0 125 CdB4 15-30 102 O|1|1|1|1(0]0]|4]29
0 127 CdB4 15-30 10% 4 o021 (1|1]0|0]|3]26
0 137 CdB4 15-30 10* 6 1(0(1;1,1|0]0)| 4|30
0 138 CdB4 30-50 10° 1 1(1(1;1,1|0]|]0]|5]|31
0 150 CdB5 0-30 10% 3 oj1}1(1|0]0|1]|4]|32
0 151 CdB5 0-30 10% 4 1/0(0]11|1|0)|4]|33
0 153 CdB5 0-30 10% 6 ojo0ojOo|1|0|1]1]|3]34
0 154 CdB5 0-30 10* 1 0|11 |1|0|1]0)|4]835
0 163 CdB5 30-50 10° 6 110,012 |1|0|0]| 3|36
0 166 CdB5 30-50 103 oj(1|12|1|1(1]0)|5]37
0 176 CdB6 0-15 10* 2 oj{1|1|1|1(1]0)|5]38
0 177 CdB6 0-15 10* 3 ojoj|j1|0|1|1]1)|4]39
0 180 CdB6 0-15 10* 6 O|l0|212 (1|11 |0]|4]40
0 181 CdB6 0-15 10* 7 1 (111,01 ]|1)|6 |4
0 182 CdB6 15-30 10 1 ojojo|1|1|1]0])|3]42
0 185 CdB6 15-30 10 4 ojo0j1(0|1 |1 |1]|4]39
0 187 CdB6 15-30 10° 6 1/0(1;1;1|1|0)|5]|43
0 188 CdB6 15-30 10* 1 ojoj1|0|1(1]1)]4]839
0 193 CdB6 15-30 104 6 1(0(1]1|1|0|0| 4|44
0 198 CdB6 30-50 10° 4A 0|02 |0|1]|1|0]|3]45
0 199 CdB6 30-50 10° 4B 1(1(1;1,1|0|0]|5]|46
0 201 CdB6 30-50 10° 6 ojojOoO|1|1(1]0)|3]42
0 210 CdB6 30-50 108 oyjo0ojo0of1|1}j0|1]|3]|47
0 212 CdB7 0-15 10% 2 oOoj1|1|1|1(1]1)| 6|48
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0 217 CdB7 0-15 10% 7 ojo0jO0O|21|1(0]1])|3]49
0 220 CdB7 0-15 10* 3 0j{0|1|1|1(0]0])| 3|50
0 224 CdB7 15-30 10% 4 1011|111 |0|0|4]51
0 226 CdB7 15-30 10*1 1/0(1]1,1|0]0)| 4|51
0 231 CdB7 30-50 10° 1 oj{0|1|1|1(0]0)| 3|50
0 234 CdB7 30-50 10° 4 1/0(1 ;110|212 )|5]|53
0 236 CdB7 30-50 1041 O0|l0|]0|1|1]1|0]| 3|54
0 239 CdB8 0-30 10° 2 0|11 |1|0|1]0])|4]55
0 240 CdB8 0-30 10% 3 0|{0|1|1|1(0]0)| 3|56
0 242 CdB8 0-30 10% 5 1(/1(0;]0|1|0]|0]| 3|57
0 243 CdB8 0-30 10% 6 100|212 |1|0/|1|4]58
0 244 CdB8 0-30 103 7 0|12 |0|1(0]0]| 3|59
0 248 CdB8 0-30 10* 4 o|0|1|0|1|0]1)| 3|60
0 251 CdB8 30-50 10° 1 0|01 (1|1]0|0]| 3|56
15 1 CdB110-1510%1 o|j1}1(1|1}1|0]|5]|61
15 3 CdB110-1510%3 0{1|12|0|1(0]0]| 3|62
15 7 CdB1 1 0-15 10 3A ojojo|1|(1(1]0]|3] 2
15 8 CdB11 0-1510* 3B 11,111 |0|0|5]63
15 11 CdB110-15 10° 2B 1/0(1]1]1|1|0)|5]|64
15 12 CdB110-15 103 3A 1/0(1]1]1|1|0)|5]|64
15 14 CdB110-15 10 4B 1/0(1]1|1|1|0)|5]|64
15 17 CdB110-15 10* 2B 11,00 |1|1|0|4]66
15 18 CdB110-15 10*3 1(1(1;1,1|1]|0)|6]|65
15 21 CdB1 15-30 10*1 ojojo|1|(1(1]0]|3] 2
15 22 CdB1 15-30 1042 oyj1}1(1|1}0|0]| 4|67
15 25 CdB1 30-50 10° 1 1/0(1;1,0|0]|]0)| 3|68
15 28 CdB1 30-50 10*1 ojo0|j1|1|1[0]0]| 3] 4
15 30 CdB1 30-50 10* 2B 1(1(1]11|1|0)|6]|65
15 36 CdB2 0-15 10* 1 ojo0jo0f1|1]1|0]|3]69
15 37 CdB2 0-15 10% 2 1/0(0]11|1|0)|4]|70
15 40 CdB2 15-30 10% 1 ojojo|1|1(1]0])|3]69
15 48 CdB2 30-50 10° 1 11,011 |1]0|5 |71
15 49 CdB2 30-50 10° 2 o(1|j0|212|1(0]0])| 3|13
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15 51 CdB2 30-50 102 1(1(0;1;1|0]0)| 4|10
15 52 CdB2 30-50 103 1(1(0]11|0]|0)| 4|10
15 55 CdB3 0-15 1032 oyj1}1(0|0}|1 0|3 |72
15 56 CdB3 0-15 10% 3 1(1(0;11|1|0)|5]|73
15 57 CdB3 0-15 10% 4 1(1(0;11|1|0)|5]|73
15 67 CdB3 1 15-30 10° 4 O|1|]0|212|1[0|1]|4])74
15 68 CdB3 1 15-30 10*1 1010|2110 4]19
15 70 CdB3 1 15-30 1043 ojoj1|1|1(1]0)|4]22
15 71 CdB3 1 15-30 10 4A oj1|1|1|1(1]0)|5]|75
15 72 CdB3 1 15-30 10* 4B o|jojOoO|1|1(1]0)|3]16
15 73 CdB3215-30 10%1 o|j1}1(1|1}1|0]|5]|75
15 74 CdB3 2 15-30 103 2 1(1(1,1,1|0|0)|5]|76
15 77 CdB3 2 15-30 1043 1 (1111|2122 |7 |77
15 79 CdB3 30-50 10° 1 ofj1}1(1|1]0|0]|4]20
15 80 CdB3 30-50 10*1 1(1(0;11|0|0)| 4|78
15 82 CdB3 30-50 103 1 (1111|2122 )|7 |77
15 85 CdB4 0-15 10% 3 o|(1|1|1|1(0|1)|5]27
15 88 CdB4 15-30 10 1 o|j1}1(1|1]0|0]|4]29
15 89 CdB4 15-30 10% 2 1/0(0]11|0]0|3|79
15 97 CdB4 30-50 10*1 oj1|0|21|1(1]0)|4]81
15 98 CdB5 0-30 10% 1 o|{1|1|1|1(0]0)|4]82
15 99 CdB5 0-30 103 2 oj1,0(1|1]0|0]| 3|83
15 |109 CdB6 0-15 10% 1 0|11 |1|1(0]0)|4]85
15 |110 CdB6 0-15 10* 2 1(1(1]1|1|0|0]|5]|46
15 |112 CdB6 15-30 10° 3 oyj1,0(1|1]0|0]| 3|86
15 116 CdB6 30-50 10* 1 1/0(1 ;10|21 )|1)|5]|87
15 |117 CdB6 30-50 103 1(/1/,000|212]|0)| 3|88
15 |119 CdB7 0-15 103 2 0|11 |1|1(0)]0])|4]052
15 |125 CdB7 30-50 10% 2 oyj1,0(1|1]0|0]|3]89
15 |133 CdB8 0-15 10* 4 1(0(1]11|0]|0]|4]|9

3 2 CdB110-1510%2 oj1|j0|1|1(1]1)|5]|91

3 3 CdB110-1510%3 oj1,0(1|1]0|0]| 3|92

3 8 CdB110-15 10* 2B ojojof1|1}j1,0)|3|2

70




FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICA

3 10 CdB1 15-30 10%1 oj{1|0|2|1(0]0]| 3|92
3 11 CdB1 15-30 102 1(1(0]1|1|1|1)|6]|093
3 13 CdB1 15-30 10 1B Oo|j1|]0(0|1]0|1]3]|9%
3 15 CdB1 15-30 1043 oOj(1|0|212|1(1]0)|4]09
3 26 CdB2 0-15 10% 2 ojojo|1|1(1]0]|3]69
3 28 CdB2 15-30 10% 1 oj1|0|212|1|1]1)|5]09
3 31 CdB2 15-30 10*1 o101 |1]1|1]|5]09
3 33 CdB2 15-30 1043 oj1|j0|21|1(1]0)|4]097
3 35 CdB2 30-50 10% 2 oj{1|0|212|1(0]0])| 3|13
3 39 CdB3 0-15 10% 3 0{1|0|212|1(0]0)| 3 ]|098
3 40 CdB3 0-15 10% 4 110|111 |1|6/]9
3 41 CdB3 0-15 10% 1 o(1j0|212 11|15 ]100
3 43 CdB3 0-15 10* 3 o(1|j0|21|1(1]1)|5]100
3 44 CdB3 0-15 10* 4 oyj1,0((1|1}1/|0]|4]18
3 46 CdB3 1 15-30 10% 1B ojojo|j1|1(1]0)|3]16
3 47 CdB3 1 15-30 103 2 oj(1|0|212|1(1]0)|4]18
3 48 CdB3 1 15-30 10° 3A O|1|]0|21|1[0/|1]|4]74
3 51 CdB3 1 15-30 10*1 oyj1,0(1|1]0|0]| 3|98
3 54 CdB3 1 15-30 10* 4 1/0(0]1|1|1|0)|4]19
3 57 CdB3 2 15-30 10*1 oj{1|j0|0|O0O|1]1]3]|101
3 59 CdB3 2 15-30 1043 0|{1|0|212|1(0]0)| 3 ]098
3 61 CdB3 30-50 10% 2 o|j1,0(1|1]0|0]| 3|98
3 63 CdB3 30-50 10* 1 1(1}(1}1|1|1|0]|6 [102
3 64 CdB4 0-15 1031 o|{1|0|212|1(0]0)| 3|80
3 68 CdB4 15-30 102 oyj1,0(1|1}0|0]| 3|80
3 69 CdB4 15-30 10° 3 o(1j0|1|1(1]1)|5]103
3 70 CdB4 15-30 103 4 1101 |1|1|0]|5 |104
3 71 CdB4 15-30 10*1 oOoj1|1|1 11|16 |105
3 74 CdB4 15-30 10* 4 0|11 (0|1]0|0]| 3 |106
3 75 CdB4 30-50 10° 1 oj{1|j0|212|1(0]0)| 3|80
3 78 CdB5 0-30 103 2 o0j{1|0|212|1(0]0)| 3|83
3 79 CdB5 0-30 10% 3 1,1/0|1|1|0)| 0|4 ]|107
3 80 CdB5 0-30 10% 4 o0({1|0|212|1(0]0)| 3|83
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3 81 CdB5 0-30 10% 5 0|01 |1|1,0]0]| 3|84
3 83 CdB5 30-50 10° 1 o0j{1|0|212|1(0]0)| 3|83
3 86 CdB5 30-50 10° 4 o|j1,1(0|0]0|1]| 3 (108
3 88 CdB5 30-50 10*1 0(1|j0|212|1(0|1])4]109
3 90 CdB5 30-50 103 1/0(0]1|1|0]|]0)| 3|36
3 92 CdB6 0-15 10% 1 0|11 |1|1(0]0)|4]85
3 93 CdB6 0-15 10% 2 o|j1}1(1|1]0|0]|4]85
3 97 CdB6 0-15 10* 3 o(1j0|21 11|15 ]110
3 99 CdB6 15-30 10° 1 0/{1|0|212|1(0]0)| 3|86
3 102 CdB6 15-30 10 4 ojojOo|1|1(1]0)|3]42
3 103 CdB6 15-30 10°5 oyj1,0(1|1]0|0]| 3|86
3 104 CdB6 15-30 10* 1 oj(1|j0|212 1104|112
3 106 CdB6 15-30 1043 1(1(0}1|1|0|0]|4 112
3 110 CdB6 30-50 10° 2 oj1,0f(1)1}1,1]|5 (110
3 111 CdB6 30-50 10° 3 1(/1(0}1}1|1|0]|5 |113
3 115 CdB6 30-50 1041 oj(1|j0|212 1104|112
3 116 CdB6 30-50 1042 1(1(0}1|1|0|0]|4 112
3 117 CdB6 30-50 103 oj1,0(1|1]0|1]| 4114
3 118 CdB6 30-50 10* 4 ojojo|1|1(0]1)| 3|47
3 120 CdB7 0-15 1031 oj{1|0|212|1(0]0]| 3|89
3 122 CdB7 0-15 10% 3 1/1(0}1|1|0]|O0]| 4 |115
3 123 CdB7 0-15 10% 4 oyj1,0(1|1]0|0]|3]89
3 126 CdB7 0-15 10% 2 ojo0jJO0O|1|1(1]0]| 3|54
3 129 CdB7 15-30 10% 1 0O|{1|0|21|1|1)]0]4]|116
3 130 CdB7 15-30 102 oj1,0(1|1]0|0]|3]89
3 131 CdB7 15-30 10° 3 1101|0104 117
3 132 CdB7 15-30 10% 4 1/0(0}1|1|1|1)|5 |118
3 136 CdB7 15-30 10* 4 Oo|1|1|1|1(1]1)|6]|48
3 138 CdB7 30-50 10% 2 oj1,0(1|1]1|0]| 4 116
3 142 CdB8 0-15 10% 2 1(0(1]11|0]|0]|4]|9
3 146 CdB8 30-50 10° 2 0{1|j0|212|1(0)]0]| 3 |119
3 149 CdB8 30-50 10°5 oj1,0(1)1}0|0]| 3 (119
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